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RESUME

Retama raetam est une plante médicinale des régions arides et semi arides du bassin méditer-
ranéen, connue pour sa richesse en composés bioactifs, notamment les polyphénols. Cette étude a
pour objectif d’évaluer et de comparer la composition phytochimique ainsi que les activités biolo-
giques des extraits hydro-éthanoliques de R. raetam provenant de deux régions algériennes aux
conditions écologiques différentes a savoir Ghardaia et Mostaganem. Les extraits ont €té obtenus
par macération hydroéthanolique et analysés pour leur rendement et leur teneur en polyphénols to-
taux, flavonoides, tanins condensés et tanins hydrolysables. Les activités antioxydante (DPPH,
ABTS, FRAP), anti-inflammatoire (dénaturation des protéines et stabilisation membranaire) et an-
timicrobienne (diffusion sur gélose et micro-dilution) ont été¢ évaluées in vitro. Les résultats mon-
trent un rendement d’extraction plus élevé a Mostaganem (35,8 %) qu’a Ghardaia (16,6 %). Cepen-
dant, les extraits de Ghardaia sont plus riches en composés phénoliques : polyphénols totaux (38,95
+ 1,19 mg EAG/g MS contre 31,96 = 0,25 mg EAG/g MS), flavonoides (17,25 £+ 0,10 contre 9,37 +
0,20 mg EQ/g MS), tanins condensés (14,14 + 0,20 contre 7,09 + 0,50 mg EC/g MS) et tanins hy-
drolysables (5,68 + 0,60 contre 1,40 = 0,70 mg EAT/g MS). Sur le plan biologique, les extraits de
Ghardaia présentent une meilleure activité antioxydante avec des ICso de 66 pg/mL (ABTS), 308,3
pg/mL (DPPH) et 620,6 pg/mL (FRAP), ainsi qu’une activité anti-inflammatoire plus marquée
(ICso = 4,23 pg/mL pour la dénaturation des protéines et 0,28 pg/mL pour Dlactivité anti-
hémolytique). L’activité antimicrobienne est également plus importante avec des zones d’inhibition
allant jusqu’a 17,5 £ 0,5 mm contre Staphylococcus aureus et des CMI comprises entre 6,25 et 20
mg/mL selon les souches. En conclusion, malgré un rendement plus faible, les extraits de Ghardaia
sont plus riches en métabolites secondaires et présentent des activités biologiques supérieures, con-
firmant I’influence de I’origine géographique sur le potentiel pharmacologique de R. raetem.
Mots clés. Retama raetam, hydro-éthanolique, polyphénols, flavonoides, tanins condensés, tanins
hydrolysables, activité antioxydante, activité anti-inflammatoire, activit¢ antimicrobienne, Ghar-

daia, Mostaganem.



ABSTRACT

Retama raetam is a medicinal plant widely distributed in arid and semi-arid regions of the
Mediterranean basin, known for its richness in bioactive compounds, particularly polyphenols. This
study aims to evaluate and compare the phytochemical composition and biological activities of hy-
droethanolic extracts of R. raetam collected from two Algerian regions with contrasting ecological
conditions: Ghardaia and Mostaganem. The extracts were obtained by hydroethanolic maceration
and analyzed for extraction yield as well as total polyphenols, total flavonoids, condensed tannins,
and hydrolysable tannins. Antioxidant activity (DPPH, ABTS, FRAP), anti-inflammatory activity
(protein denaturation inhibition and membrane stabilization), and antimicrobial activity (agar diffu-
sion and microdilution methods) were assessed in vitro. The results showed a higher extraction
yield in Mostaganem (35.8%) than in Ghardaia (16.6%). However, Ghardaia extracts were richer in
phenolic compounds: total polyphenols (38.95 £ 1.19 mg GAE/g DW vs 31.96 + 0.25 mg GAE/g
DW), total flavonoids (17.25 = 0.10 vs 9.37 + 0.20 mg QE/g DW), condensed tannins (14.14 + 0.20
vs 7.09 = 0.50 mg CE/g DW), and hydrolysable tannins (5.68 + 0.60 vs 1.40 + 0.70 mg TAE/g
DW). In terms of biological activity, Ghardaia extracts exhibited stronger antioxidant activity with
ICso values of 66 pg/mL (ABTS), 308.3 pg/mL (DPPH), and 620.6 pg/mL (FRAP), as well as
higher anti-inflammatory activity (ICso = 4.23 pg/mL for protein denaturation inhibition and 0.28
pg/mL for anti-hemolytic activity). Antimicrobial activity was also more pronounced, with inhibi-
tion zones reaching 17.5 £ 0.5 mm against Staphylococcus aureus and MIC values ranging from
6.25 to 20 mg/mL depending on the tested strains. In conclusion, despite a lower extraction yield,
Ghardaia extracts are richer in secondary metabolites and exhibit stronger biological activities, con-
firming the significant influence of geographic origin on the pharmacological potential of R. rae-

tam.

Keywords. Retama raetam; hydroethanolic extract; polyphenols; flavonoids; condensed tannins,
hydrolysable tannins; antioxidant activity; anti-inflammatory activity; antimicrobial activity;

Ghardaia; Mostaganem.
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INTRODUCTION GENERALE

Les plantes médicinales suscitent un intérét croissant dans la recherche scientifique en raison
de leur richesse en composés bioactifs et de leurs nombreuses applications dans la prévention et le
traitement de diverses maladies. Malgré les progrés considérables de la médecine moderne, elles
continuent d’occuper une place essentielle dans les systémes de santé traditionnels et suscitent un
intérét scientifique croissant en raison de leur richesse en métabolites secondaires dotés de proprié-
tés biologiques variées. Parmi ces métabolites, les composés phénoliques représentent 1'un des
groupes les plus étudiés en raison de leurs activités antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicro-
biennes reconnues. Ces molécules jouent un rdle important dans les mécanismes de défense des
végétaux contre les stress biotiques et abiotiques et contribuent également a la protection de la santé
humaine (Shahidi et Ambigaipalan, 2015; Giilcin, 2020). Le stress oxydatif résulte d’un déséqui-
libre entre la production d’espéces réactives de I’oxygene (ERO) et les systemes de défense an-
tioxydants de I’organisme. Lorsque leur production devient excessive, ces especes réactives peuvent
endommager les lipides membranaires, les protéines et I’ADN, favorisant ainsi le développement de
nombreuses pathologies chroniques telles que les maladies cardiovasculaires, le diabéte, les mala-
dies neurodégénératives et certains cancers (Liguori et al., 2018; Giilcin, 2020). Afin de limiter ces
effets déléteres, des antioxydants synthétiques tels que le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhy-
droxytoluéne (BHT) et le tert-butylhydroquinone (TBHQ) sont largement utilisés dans les industries
agroalimentaire et pharmaceutique. Toutefois, plusieurs études ont signalé que leur utilisation pro-
longée pourrait présenter certains risques toxicologiques, ce qui a conduit a une recherche accrue
d’alternatives naturelles plus siires (Shahidi et Zhong, 2015; Papaefthimiou et al., 2024). Les
composés phénoliques d’origine végétale apparaissent ainsi comme des candidats particuliérement
prometteurs grace a leur capacité a neutraliser les radicaux libres, a chélater les ions métalliques
pro-oxydants et a inhiber les réactions d’oxydation. L’inflammation constitue une réponse physio-
logique essentielle permettant a I’organisme de lutter contre les agressions physiques, chimiques ou
biologiques. Cependant, lorsqu’elle devient chronique ou excessive, elle participe a 1’apparition et a
la progression de nombreuses maladies telles que 1’arthrite, les maladies inflammatoires intesti-
nales, les troubles cardiovasculaires et certaines affections neurodégénératives. Les anti-
inflammatoires synthétiques, notamment les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et les cor-
ticostéroides, sont couramment utilisés pour contrdler ces processus inflammatoires. Néanmoins,
leur utilisation prolongée peut entrainer divers effets indésirables, notamment des troubles gastro-
intestinaux, hépatiques, rénaux ou cardiovasculaires (Varrassi ef al., 2020). Dans ce contexte, les
ressources végétales constituent une alternative intéressante grace a la présence de molécules natu-
relles capables de moduler les médiateurs de I’inflammation tout en présentant une toxicité réduite.
De nombreuses études attribuent cette activité aux polyphénols, aux flavonoides et aux tanins, qui

exercent leurs effets par différents mécanismes, notamment [|’inhibition des enzymes pro-
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inflammatoires et la stabilisation des membranes cellulaires (Sharifi-Rad ez al., 2024). Parall¢le-
ment, les maladies infectieuses demeurent un probléme majeur de santé¢ publique, aggravé par
I’émergence rapide de microorganismes résistants aux antibiotiques conventionnels. L’utilisation
massive et parfois inappropriée des antibiotiques a favorisé I’apparition de mécanismes de résis-
tance qui compromettent I’efficacité des traitements disponibles. Selon 1’Organisation Mondiale de
la Santé, I’antibiorésistance figure parmi les principales menaces sanitaires mondiales du XXle
siecle (WHO, 2023). Face a cette situation, la recherche de nouveaux agents antimicrobiens issus
de sources naturelles est devenue une priorité. Les extraits végétaux riches en composés phéno-
liques ont démontré une activité significative contre de nombreuses bactéries pathogénes grace a
différents mécanismes d’action, tels que I’altération de la membrane cellulaire, 1’inhibition des en-
zymes essentielles et la perturbation du métabolisme microbien (Balouiri ez al., 2016; Sharifi-Rad
et al., 2024). Parmi les especes végétales adaptées aux conditions arides et semi-arides du bassin
méditerranéen, Retama raetam (Forssk.) Webb (Fabaceae) occupe une place importante dans la
pharmacopée traditionnelle nord-africaine. Cette espece est largement utilisée pour le traitement de
diverses affections, notamment les troubles inflammatoires, les infections et certaines maladies mé-
taboliques. Plusieurs travaux ont mis en évidence la présence de composés phénoliques, de flavo-
noides, d’alcaloides et d’autres métabolites secondaires susceptibles de conférer a cette plante des
propriétés biologiques intéressantes (Boussahel et al., 2022; Bouzid et al., 2023). Cependant, la
composition phytochimique des plantes médicinales peut €tre fortement influencée par les condi-
tions environnementales, notamment le climat, la disponibilité hydrique, la nature du sol et les con-
traintes écologiques auxquelles elles sont exposées. Ces facteurs peuvent affecter la biosynthese des
métabolites secondaires et, par conséquent, les activités biologiques associ¢es. Dans ce contexte,
I’é¢tude comparative de populations végétales provenant de régions soumises a des conditions bio-
climatiques différentes constitue une approche pertinente pour mieux comprendre I’influence de
I’environnement sur la production des composés bioactifs. Les régions de Ghardaia et de Mostaga-
nem présentent des caractéristiques écologiques contrastées. Ghardaia est caractérisée par un climat
désertique marqué par une forte aridité, des températures €levées et une faible pluviométrie, tandis
que Mostaganem présente un climat semi-aride bénéficiant de conditions climatiques relativement
plus favorables. Ces différences environnementales sont susceptibles d’influencer la composition
chimique et les propriétés biologiques de R. raetam. Ainsi, I’objectif principal de ce travail est
d’évaluer I’influence des conditions bioclimatiques sur la composition phénolique et les activités
biologiques des extraits hydro-éthanoliques des parties aériennes de R. raetam récoltées dans les
régions de Ghardaia (climat désertique) et de Mostaganem (climat semi-aride). Plus spécifiquement,

cette étude vise:



INTRODUCTION GENERALE

-a déterminer la teneur en composés phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides totaux, tanins
condensés et tanins hydrolysables) des extraits hydro-éthanoliques obtenus par macération,

-a évaluer leur activité antioxydante a travers les tests DPPH, ABTS et FRAP,

-a étudier leur potentiel anti-inflammatoire par les tests d’inhibition de I’hémolyse érythrocytaire et
de protection contre la dénaturation des protéines,

-ainsi qu’a examiner leur activité antimicrobienne par les méthodes de diffusion en puits sur gélose
et de micro-dilution en bouillon couplée au test colorimétrique au  chlorure de 2,3,5-

triphényltétrazolium (TTC) contre cinq souches microbiennes.
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I.1. Monographie de Retama Raetam (Forssk.) Webb

Le présent travail porte sur 1’étude monographique de la plante Retama raetam (Forssk.)
Webb. Cette analyse comprend sa position systématique, sa description botanique, sa répartition
géographique et son habitat, ainsi que ses usages en médecine traditionnelle. Par ailleurs, sa
composition phytochimique, sa toxicité et ses propriétés pharmacologiques ont été examinées afin
de mieux appréhender son potentiel thérapeutique. La classification taxonomique de cette espece est

présentée dans le tableau 1.
I.1.1. Position systématique

Tableau 1. Position systématique de la plante médicinale étudiées d'aprés le jardin botanique de

Kew (POWO, 2020).

Espece Retama raetam

Régne Plantae

Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta
Sous-embranchement Magnoliopsida

Classe Eudicots (Dicotyledones vraies)
Sous-classe Rosidées

Ordre Fabales

Famille Fabaceae

Sous-famille Faboidea

Genre Retama

Espece Retama raetam (Forssk.) Webb

1.1.2. Synonymes et noms vernaculaires (Nayef Al-Sharari et al., 2020)

Synonyme : Lygos raetam (Forssk.), Genista raetam (Forssk.) Voss, Lygos
raetam var. raetam, Spartium raetam (Forssk.) Spach,
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Nom arabe/berbere : &0, Artern, Retdm, Rtem, r’tam/ telit, telggit (nom berbére).

Nom francais : Genét blanc, Retam blanc, Genét d'Espagne

Nom anglaise : White broom, white weaver's broom, retem, white weeping
broom

Nom Espagnol /Italien : Retama/ Hiniesta blancap

1.1.3. Description botanique, répartition géographique et habitats

Le Retama raetam Forssk Webb est une plante halophyte de la famille des Fabacées
(Ghani et al., 2019). C’est un arbrisseau Saharien de 1 a 6 métres de hauteur a longs rameaux
jonciformes, veloutés, soyeux, souvent rougeatres. Ses rameaux sont dressés deés la base, verts,
fortement sillonnés, effilés, souvent arqués et retombant aux extrémités et de couleur jaune-vert
(Zohary, 1972; Al-Sharari et al., 2020). Jeunes tiges recouvertes de trichomes soyeux argentés,
¢pars a denses (Quézel et Santa, 1962; Ozenda, 2004; Al-Sharari et al., 2020). Ses fleurs
blanches, grandes (8-10 mm), en grappes pauciflores de 5 a 10 fleurs; gousses ovoides. Le tronc
peut atteindre 20 cm de diameétre (Al-Sharari et al., 2020). Les feuilles inférieures sont trifoliolées,
les autres sont unifoliolées; a foliole trés caduque adapté a la sécheresse. Les stipules sont
ordinairement rudimentaires. Les grappes sont latérales, solitaires ou géminées, laches (Quézel et
Santa, 1962; Ozenda, 2004). ). Sa floraison est de février a mai (Al-Sharari et al., 2020)
(Figurel).

C'est un arbuste Saharien adapté pour résister aux sécheresses récurrentes et aux
environnements difficiles (Youssef ez al., 2024). 11 est originaire de nombreux pays, notamment de
nord de I’Afrique; comme 1'Algérie, 'Egypte, la Libye, la Mauritanie, le Maroc et la Tunisie; du
Sahara occidental au Soudan, en passant par la Sicile et s'étendant jusqu'a la péninsule du Sinai, la
Palestine et 1'Arabie saoudite (Al-Tubuly er al., 2011). Cependant, la plante est aujourd'hui
largement naturalisée dans de nombreux pays, notamment Queensland, Grece, Portugal, Australie
du Sud et Ouest (Ledn-Gonzalez et al., 2018; POWO, 2020). En Algérie, R. raetam est localisée
dans les régions du Sahara et de I'Atlas, dans le sud oranais, Tell constantinois, sud de Djelfa, Ain
Safra, Touggourt, au centre de la Kabylie, a I’est de Biskra et également a Ouargla (Ozenda, 2004).

Cette espece endémique de la région méditerranéenne colonise principalement les steppes,
les zones désertiques, les oueds asséchés, les terrains sablonneux et rocheux, supportant les sols

pauvres, salins et calcaires (Quézel et Santa, 1962; Qarro et al., 2008).
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Figure 1: Photo de R. reatam

1.1.4. Utilisations traditionnelles et propriétés pharmaceutiques

Le Retama raetam est largement utilisée dans la médecine traditionnelle des populations des
régions arides et semi-arides pour le traitement de nombreuses affections, notamment le diabéte, les
rhumatismes et les inflammations (Leén-Gonzalez et al., 2018).

Les diftérentes parties de la plante (cladodes, fleurs, fruits, graines et racines) sont
employées sous diverses formes, telles que les poudres, les infusions et les décoctions,
administrées soit par voie orale, soit en usage externe sous forme de cataplasmes (Leo n-
Gonza’'lez et al., 2018)

Les cladodes réduits en poudre ainsi que les fleurs sont particulierement appréciés pour leurs
propriétés cicatrisantes, antiseptiques, vulnéraires et sédatives. Ils sont traditionnellement utilisés
apres la circoncision et dans le traitement local des plaies, des ulcéres cutanés, des 1ésions infectées
et des douleurs rhumatismales. Les cladodes appliqués en cataplasmes servent ¢galement a soulager
les douleurs névralgiques, telles que la sciatique, ainsi que les fractures, les brilures et la gale. La
plante écrasée et mélangée a du lait ou du beurre est utilisée pour les mémes indications
thérapeutiques, tandis que les décoctions sont appliquées en friction afin d’atténuer le prurit et la
gale chez I’étre humain et I’animal (Bellakhdar ez al. 1991; Bellakhdar 1997). Par ailleurs, une
infusion préparée a partir des cladodes et des fleurs, administrée par voie orale, est
traditionnellement utilisée pour ses effets abortifs, ainsi que dans le traitement de 1’hépatite et de la
jaunisse (Abouri ef al., 2012; Hehmeyer et Scho nig, 2012). Les racines sont employées contre la
diphtérie. La plante est également réputée pour traiter les piqlires de scorpion, les maladies cutanées,
les plaies, les thumatismes, les sinusites et certaines affections inflammatoires (Abouri ef al., 2012;
El-Mokasabi, 2014; Ali-Shtayeh et al. 1998).). Dans la suite, les racines sont employées contre la

diphtérie (Mouhajir, 2002). Les racines sont utilisées pour le traitement des piqlres de scorpion,
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des maladies de peau, la cicatrisation des plaies et les rhumatismes (Abouri ef al., 2012; Mouhajir
et al., 2012). Elle est également recommandée pour le traitement du diabéte et des sinusites (El-
Mokasabi, 2014). Une décoction de cladodes et de fleurs est utilisée dans la médecine populaire
pour traiter la syphilis et I’infertilit¢ féminine (Yaniv et Dudai, 2014). Elle est également prescrite
contre les inflammations oculaires, les maux de gorge, les douleurs gastriques, les rhumatismes, la
paralysie et divers troubles digestifs (Ali-Shtayeh et al., 1998). En Jordanie, les habitants de la
région de Mujib utilisent R. raetam en cataplasme pour soigner les fractures et les brilures,
principalement chez les animaux. Une décoction de cladodes est préparée pour traiter les briilures
(Hudaib et al., 2008). Cette plante est également utilisée pour soulager les douleurs articulaires (El-
Beyrouthy ez al., 2008). En Algérie, cette plante est couramment utilisée pour soulager les
inflammations oculaires, la fiévre, les douleurs dorsales, les maux d’estomac et la diarrhée
(Bellakhdar 1997; Mouhajir, 2002; Abouri et al., 2012). Enfin, les décoctions ou infusions
préparées a partir des fruits et des graines de Refama raetam sont employées dans le traitement
traditionnel du diabéte (Telli ef al., 2016; Leon-Gonzalez et al., 2018,).

Des recherches scientifiques menées sur différentes parties de R. raetam ont mis en évidence
un large éventail de propriétés thérapeutiques, incluant des activités antimicrobiennes, antifongiques
(Hammouche-Mokraneet et al., 2017; Saada er al., 2018), analgésiques, antihypertensives,
antioxydantes (Saada et al., 2018), anti-inflammatoires (Steinhilber, 1999; Djeddi et al., 2013;
Miguel et al., 2014; Gonzalez-Mauraza et al., 2016), antiulcerogenique ainsi un effet
gastroprotecteur (El-Toumyet ef al., 2009), hypoglycémiantes (Maghrani et al., 2003; Maghrani
et al, 2005b; Algandaby et al., 2010) et hypolipémiantes (réduction du cholestérol et des
triglycérides)(Maghrani et al., 2004). La plante présente également des effets cicatrisants
(Bouzenna et al., 2025), cytotoxiques (Conforti et al., 2004), diurétiques ,(Eddouks et al., 2007).
cardioprotecteurs (Leo'n-Gonza’'lez et al., 2018). , hepatoprotecteurs, (Omara et al., 2009b;
Koriem et al., 2010) antidiarrhéiques (Osman et al., 2025), effets sur le systeme nerveux (Al-
Tubuly ez al., 2011) ainsi que des propriétés néphroprotectrices (Edziri et al., 2012). Par ailleurs,
certaines €tudes suggerent un potentiel dans la prévention et le traitement de I’ostéoporose (Omara

etal.,2009a).
I.1.5. Phytochimie de la plante

Des études phytochimiques antérieures montrent que les différentes parties de plante ayant
une composition complexe riche en flavonoides (Kassem et al., 2006; Xu et al., 2015; Saada et al.,
2018), en alcaloides quinolizidine, en éphédroidine (HammoucheMokrane et al., 2017) en pinitol
(Gonzalez-Mauraza et al., 2016), en acides phénoliques (Pandurangan et al., 2015), en

coumarines, en terpenes, en acides phénoliques, en tanins, en saponines et en hétérosides
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cardiotoniques (Bensaci et al., 2016). Des terpénes, principalement des triterpénes pentacycliques
ainsi que des phytostérols ont aussi été détectés (Ghribi et al., 2015; Boubaker et al., 2016).
D'autres composés sont présents, tels que des dérivés d'acides gras, des glucides, des protéines, des
vitamines comme la vitamine C et E et des minéraux (Ghalem et Mohamed, 2008; Ksouri ef al.,
2012; Osman et al., 2025). Deux polysaccharides de galactomannanes ont également été identifiés
a partir de graines de R. raetam provenant de Libye (Ishurd et al, 2004; LeonGonzalez et al.,
2018), ainsi que des enzymes antioxydantes (Khan et al., 2016). La diversit¢ des composés
phytochimiques présents dans R. raetam pourrait éEtre responsable des multiples effets
pharmacologiques observés chez cette plante (Khan et al, 2003; Benarba et al., 2013) (Tableau
2).
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Table 2. Composés phytochimiques et activités biologiques de R. raetam.

Classe phytochimique

Activité biologique

Référence

Acides gras

-Acides gras saturés: Acide laurique, acide
myristique, acide pentadecylique, acide palmi-
tique, acide margarique, acide stéarique, acide
arachidique, acideheneicosanoique, acide be-
henique.

-Acides gras insaturés: acide oléique, acide
linoléique, acide a-linoléique.

- anti-inflammatoire, antimicro-
bienne, antioxydante.

Saada ef al. (2018)

Alcaloides

-Alcaloides quinolizidine: I’ammodendrine,
I'anagyrine, la cytisine, 1’éphédroidine, lupanine,
la N-méthylcytisine, la (-),la retamine, la spar-
téine et la thermopsine.

- Antimicrobienne, antiparasi-
taire, hypotensive, neuromodu-
latrice, biopesticide, effet pro-
tecteur des cultures contre les
infections microbiennes et les
herbivores, antipyrétiques, an-
tiarythmiques, dépressive, diuré-
tique, hallucinogene, hypogly-
cémiantes, oxytocique, stimu-
lante respiratoires et utéroto-
nique.

Edziri et al. (2007); Boulos
(2009); El-Baz et al.
(2010); Soriano et al.
(2022)

Composés phénoliques

-Acides phénoliques: tels que I’acide gallique,
I’acide chlorogénique. L’acide p-coumarique,
I’acide férulique et Acide sinapique.

Flavonoides

- Flavonols: Quercétine, myrcétine, kaempférol,
Rutine, kaempférol glucoside

-flavanols: Catéchine, taxifoline

-Flavanones: Eugénol

-Flavones: Lutéoline, apigénine, 6-
hydroxyapigénine, rétamisines C—I, licoflavone
C, éphédroidine, pétamasines. lutéoline , apigé-

nine, 6-hydroxyapigénine, taxifoline, Calycosine-

O-hexoside, Vicénine-2, Apigénine-7-O-
glucoside, Taxifoline, flavone glycosylée (apigé-
nine-6,8-0-diglucoside ou vicénine 2, rutine,
lutéo-line, ,Catéchines, quercétine et myrcétine,
retamisine C, rtamisine E, rétamisine D, Lico-
flavone, retamisine F, retamisine G, retamisine
H, retamisine I, Erysubine B , Erysubine A, hy-
droxyderrone , derrone , atalantoflavone, Ephé-
droidine-O-hexoside , Rétamasine B-O-hexoside
, Ephédro'l'dine , Rétamasine B , Li-coflavone C,
et d'autres flavonoides prénylés/ eugénol, génis-

téine-83-C-glucoside , isopru-nétine et isopruné-

tine 7-O-B-D glucopyrano-side, Alpinumisofla-
vone, Hydroxyalpinumi-soflavone, Laburnétine,
licoflavone C, Réta-masine B, , 6-
hydroxygénistéine , 3'-O-méthylorobole , praten-
séine , biochanine A , les flavones 6-
hydroxyapigénine , le flavonol kaempférol.
-Isoflavone: Genistéine, daidzéine, alpinumiso-

-Activité antidiarrhéique, astrin-
gente, antioxydante, antiin-
flammatoire et antimicrobienne.

-Activité antidiabétique,
antidiarrhéique,, anti-
inflammatoire, analgésique
antiallergique, antiulcérogéne,
antimicrobienne,
néphroprotectrice,
Antimicrobienne, antioxydante,
anti-cancéreuse, inhibition de la
CK2 (ca-sein kinase 2),
biopesticide, effet cytotoxique
contre les cellules tumorales
Hep-G2, antifungique
herbicide

(cytotoxique) toxiques pour les
cellules MRCS5,

antivirale (contre le HCMV et le
CoxB-3),

cytotoxicité contre les cellules
Hep-2 et propriété vitaminique.

Chen et al. (2006); Hsiang
et al. (2013); Mariem et al.
(2014); Pandurangan et al.
(2015); Marinov et al.
(2019); Kim et al. (2020).
Benavente-Garcia et al.
(1997), Gremigni et al.
(2000); Hodek et al.
(2002), Ghedira, (2005),
Kassem et al. (2006), Ven-
katesan et al. (2005), Edziri
et al. (2007), Malesve et
Kunti¢, (2007), Algandaby
et al. (2010), Tsao et al.
(2010), Hamaéldinen ef al.
(2011), Kimet et al.,
(2011); Djeddi et al.
(2013), Saada et al. (2014),
Algandaby (2015), Ngene
et al. (2015), Xu et al.
(2015), Bensaci et al.
(2016); Belkhiri et Baghia-
ni (2017), Hammouche-
Mokrane et al. (2017), Saa-
da et al. (2018), Nur-e-
Alam et al. (2019), Ghani
et al. (2019), Al-Sharari et
al. (2020), Soriano et al.
(2022), Elsabrouty et al.
(2024); kamel et al. (2024);
Al-Majdoub et al. (2026).
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flavone, 6-hydroxygénistéine, biochanine A, 3’-
O-méthylorobole, pratenséine, biochanine A,
laburnetin, licoflavone C, retamasin B, C, D, E,
Daidzin (7-glucoside de daidzéine), Genistin (7-
glucoside de genistéine), Génistéine-C-hexoside-
O-pentoside, Génis-téine-8-C-hexoside, Tectori-
génine-8-C-hexoside, Génistéine-3-hydroxy-3-
methylglutaroyl, Apigénine-7-O-glucoside, vicé-
nine-2, calycosine-O-hexoside, éphédroidine-O-
hexoside.

Coumarines

Tanins
-Tanins condensées (Proanthocyanidines B1 et
B2)

Phytoalexine, Inhibition de la
croissance et de la sporulation
des champignons phytopatho-
géne, anticoagulante, cestro-
génique, photosensibilisante
cutanée , antimicrobienne, vaso-
dilatatrice, molluscicide, anti-
helminthique, sédative, hypno-
tique, analgésique, hypother-
mique, antiin-flammmatoire,
antibactérienne,

Antioxydante, antimicrobienne,
anticancéreuse, antiallergique,
anti-inflammatoire,
hépatoprotective, antivirale,
antibactérienne,
anticarcinogénique, anti-
thrombotique, cardioprotective
et vasodilatoire

Matern et al. (1999); Ojala,
2011; Bensaci et al. (2016)

Edziri et al. (2007); (Ksouri
et al. (2007); Chira et al.
(2008);

Terpénoides

- Monoter-pénes hydro-carbures;

- Sesquiterpénes hy-drocarbures;

- Hydrocar-bures terpé-niques: Hentriacontane
-Triterpénes pentacycliques: acide oléanolique
et acide ursolique.

- Phytostérols: -sitostérol, campestérol et
stigmastérol.

- Huiles essentielles: a-humuléne, B-linalol et
nonanal.

- Saponines triterpéniques

Antimicro-
bienne(antibactérienne et anti-
fongique), antioxydante, diuré-
tique, antiseptique et antidiar-
rhéique

Edziri et al. (2010);
Awen et al. (2011);
Brahmi et al. (2011);
Kim et al. (2011); Rah-
man et al. (2015);
Ezekwesili-Ofili et al.
(2016); Khajuria et al.
(2017); Al-Sharari et al.
(2020); Mady et al.
(2022).

Vitamine C

Antioxidant, antimicrobienne

Saada et al. (2018)

Caroténoides, proline

Antioxidantes

Saada ef al. (2018)

I.1.6. Toxicité de la plante

Malgré I'usage répandu de R. raetam en médecine traditionnelle, plusieurs études ont signalé la

présence d’effets toxiques potentiels associés a cette plante (Algandaby et al., 2015; Ledn-

Gonzalez et al.2018; Elachouri et al., 2024). Ces effets varient principalement en fonction de la

dose administrée ainsi que de la durée d’exposition (Es-Saidi et al., 2022). Aux doses

thérapeutiques modérées, les préparations a base de R. raetam paraissent relativement sires;

toutefois, une consommation excessive ou prolongée peut présenter des risques pour la santé. Son
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utilisation dans le but de provoquer un avortement a parfois entrainé des cas d’intoxication sévere,
voire des décés (Arifi et al., 2022). Par ailleurs, les infusions préparées a partir des feuilles et des
fleurs sont également connues pour leurs effets abortifs grace a son effet ocytocique sur 1'utérus ()
ce qui nécessite une grande prudence en raison du risque d’intoxication (Bellakhdar et al., 1991;
Bailey et Dannin, 1981). Enfin, les fruits de cette plante sont considérés comme toxiques et
seraient susceptibles de provoquer des hallucinations (Eddouks et al., 2017). Cependant,
I’existence d’effets toxiques de la plante, telle qu’une insuffisance respiratoire et un effet sur le
systéeme nerveux central provocant une déprissions, a ét¢ détecté (Schmid ez al., 2006). De plus,
L’administration répétée de 1’extrait méthanolique de R. raetam a donné un effet hépatotoxique,

néphrotoxique et mutagenes a des doses plus élevées (Algandaby, 2015).
1.2. Propriétés biologiques des composés phénoliques des plantes médicinales

L'intérét scientifique pour les composés phénoliques a connu une croissance marquée ces
derniéres années, porté par la volonté de mieux cerner leurs mécanismes d’action et leur impact
concret sur la sant¢é (Ahmed ef al., 2025). A cette fin, un certain nombre d'approches
méthodologiques ont été utilisées. Aux premiers stades, des études in vitro et in vivo sont utilisées
pour tenter de comprendre les mécanismes d’action avant les études sur les effets a long terme.
L'identification des composés bioactifs des plantes et 1'établissement de leurs effets sur la santé sont
une priorité car il existe des perspectives passionnantes selon lesquelles des composants bénéfiques
sélectionnés réduiront le risque de nombreuses maladies telles que les maladies cardiovasculaires,

inflammatoires et le cancer.
1.2.1. Propriétés antioxydantes des polyphénols

Les composés phénoliques représentent des molécules d’intérét majeur tant pour la nutrition
que pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques visant a lutter contre les maladies

associées au stress oxydatif (Zubair et al., 2025).
1.2.1.1. Définition des antioxydants

Les antioxydants sont des substances capables de protéger les cellules contre les dommages induits
par les espéces réactives, notamment les radicaux libres, responsables du stress oxydatif (Shahidi et
Zhong, 2011). Les antioxydants naturels, en particulier les composés phénoliques, agissent comme
des agents préventifs en inhibant les réactions d’oxydation et en ralentissant les mécanismes
d’initiation et de propagation des réactions en chaine oxydatives (Shahidi et Zhong, 2011 ; Dini et
Grumetto, 2022). Les systemes antioxydants peuvent étre classés en deux catégories : endogenes et
exogenes. Les antioxydants endogeénes comprennent des enzymes telles que la superoxyde

dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion peroxydase (GPx) et la glutathion réductase
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(GRx), qui participent a la neutralisation des espéces réactives de I’oxygene (Gonzalez et al., 2026).
IIs incluent également des composés non enzymatiques, notamment le glutathion, ’acide lipoique,
la L-arginine, ’acide urique et la bilirubine, qui contribuent au maintien de 1’équilibre rédox
cellulaire (Kohen, 2002; Braikly er al., 2026). En revanche, certains antioxydants exogénes ne
peuvent pas étre synthétisés par l’organisme et doivent €tre apportés par [’alimentation. Ils
comprennent principalement les vitamines antioxydantes, telles que les vitamines C et E, les
oligoéléments comme le sélénium (Se), le cuivre (Cu), le zinc (Zn) et le manganése (Mn), ainsi que
divers composés phytochimiques d’origine végétale, notamment les polyphénols (Willcox et al.,

2004; Moabedi et Milajerdi, 2025; Grygorieva et al., 2025).
1.2.1.2. Mécanismes d’action des composés phénoliques antioxydants

Les composés phénoliques constituent 1’'un des groupes les plus importants de métabolites
secondaires produits par les végétaux. Ils jouent un rdle essentiel dans la physiologie des plantes en
assurant leur protection contre divers stress biotiques et abiotiques, tels que les attaques de
microorganismes pathogenes, les herbivores, les rayonnements ultraviolets et les conditions
environnementales défavorables (Parr et Bolwell, 2000; Cheynier, 2012; Tiago et al., 2017). En
plus de leur fonction biologique chez les plantes, ces composés présentent un intérét considérable
pour la sant¢ humaine en raison de leurs nombreuses propriétés biologiques, notamment leur
activité antioxydante (Lisjak et al., 2026). Les composés phénoliques sont largement distribués
dans le regne végétal et se retrouvent dans une grande variété d’aliments tels que les pommes, les
agrumes, les raisins, les cerises, les mires, les framboises, les oignons, les épinards, les poivrons,
les céréales, le thé, le vin et le chocolat (Holden e al., 2005 ; Dimitrios, 2006; Nurzynska-
Wierdak, 2023). A ce jour, plus de 8 000 composés phénoliques ont été identifiés chez différentes
especes végétales (Gebalski ef al., 2023). Ils sont généralement regroupés en plusieurs classes
principales, notamment les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins, les stilbenes, les
coumarines et les lignanes (Al Mamari et al., 2021). Les polyphénols sont particulierement
reconnus pour leur capacité a atténuer le stress oxydatif et a contribuer au maintien de
I’homéostasie cellulaire. Plusieurs études ont montré que leur activité¢ antioxydante in vitro est
souvent supérieure a celle d’autres composés naturels (Pulido ez al., 2000 ; Saini et al., 2022).
Cette activité est étroitement liée a leur structure chimique, notamment a la présence et a la position
et le nombre des groupes hydroxyles sur les cycles aromatiques, a I’existence de doubles liaisons
conjuguées ainsi qu’au degré de conjugaison ¢électronique de la molécule (Lastra et al., 2022).
L'agencement des groupes hydroxyle dans la structure cyclique influence la stabilité des radicaux
formés par la perte d'un proton (H;) en radicaux libres. Les effets électromériques impliquent que la

position ortho des groupes hydroxyle confeére une grande stabilit¢ aux radicaux. Concernant les
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groupes hydroxyle, plus leur nombre est élevé, plus l'activité antioxydante et les autres propriétés
sont importantes (Olszowy et al., 2019). Ces caractéristiques structurales favorisent le transfert
d’¢électrons ou d’atomes d’hydrogene vers les espéces réactives, permettant ainsi leur neutralisation.
L’activité antioxydante des composés phénoliques repose sur plusieurs mécanismes
complémentaires. Le premier consiste en la neutralisation directe des espeéces réactives de
I’oxygene (ERO) et de I’azote (ERA), telles que les radicaux hydroxyles (‘OH), superoxydes (O,*7)
et peroxyles (ROO"). Les polyphénols agissent alors comme des antioxydants, briseurs de chaine,
en interrompant les réactions radicalaires responsables des dommages oxydatifs aux biomolécules
(Moran et al., 1997 ; Halliwell, 2007; Zeb, 2020). Un autre mécanisme important réside dans leur
capacité a inhiber la peroxydation lipidique. En effet, les composés phénoliques peuvent protéger
les membranes cellulaires contre I’oxydation des lipides et participer a la régénération d’autres
antioxydants, notamment 1’a-tocophérol (vitamine E), renforgant ainsi les défenses antioxydantes
de I’organisme (Kris-Etherton et al., 2003; Rink ez al., 2024). Par ailleurs, certains polyphénols
possédent un pouvoir chélateur vis-a-vis des ions métalliques de transition, tels que le fer (Fe**) et
le cuivre (Cu?"). Cette propriété permet de limiter la formation des radicaux libres générés par les
réactions de type Fenton et Haber-Weiss, réduisant ainsi I’amplification du stress oxydatif (Rice-
Evans et al., 1996; Xue et al., 2014; Parcheta et al., 2021; Malacaria et al.,2022; Simunkova et
al., 2022; Roshalet et al., 2024). En outre, les composés phénoliques peuvent agir de maniére
indirecte en modulant les systemes de défense antioxydants endogénes. Plusieurs études ont montré
leur capacité a stimuler ’expression et I’activité d’enzymes antioxydantes telles que la superoxyde
dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx). Ils peuvent également
induire la syntheése de protéines antioxydantes impliquées dans la protection cellulaire contre les
dommages oxydatifs (Chiang et al., 2006 ; Chung et al., 2006; kanner, 2020). Parmi les composés
phénoliques présents dans I’alimentation humaine, les acides phénoliques, les flavonoides et les
tanins constituent les groupes les plus abondants (King et Young, 1999; Irakli et al., 2021). Les
acides phénoliques sont particulierement reconnus pour leur aptitude a neutraliser les especes
réactives de ’oxygene et de I’azote, limitant ainsi les dommages cellulaires induits par le stress
oxydatif (Lv et al., 2021 ; Umbetova et al., 2026). Les flavonoides, quant a eux, possédent une
forte capacité¢ de piégeage des radicaux libres grace a leurs nombreux groupements hydroxyles,
tandis que les tanins contribuent a la protection des tissus biologiques par leurs propriétés
réductrices et chélatrices (Camarda ef al., 2026; Mishra et Yadav, 2026). L’intégration régulicre
d’aliments riches en polyphénols dans le régime alimentaire contribue a renforcer les défenses
antioxydantes de 1’organisme et a maintenir 1’équilibre entre les systémes pro-oxydants et
antioxydants (Walter et Marchesan, 2011; Umbetova et al., 2026). Les effets bénéfiques des

polyphénols ont été associés a la prévention de nombreuses pathologies chroniques liées au stress



CHAPITRE 1.

RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE

oxydatif, notamment les maladies cardiovasculaires, le diabéte de type 2, les maladies

neurodégénératives ainsi que plusieurs formes de cancer (Amiot ez al., 2009 ; Rudrapal et al.,
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Figure 2. Différentes classes et structure chimique des composés polyphénoliques (Ahmed et al.,
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1.2.1.3. Méthodes d'évaluation des propriétés antioxydantes et mécanisme d’action

L’¢évaluation de I’activité antioxydante constitue une étape essentielle pour déterminer la ca-

pacité des composés naturels a prévenir ou a limiter les dommages induits par le stress oxydatif.

Cette activité peut étre estimée soit par la quantification des produits générés au cours des réactions

d’oxydation, notamment les hydroperoxydes, a I’aide de méthodes spectrophotométriques plus ou

moins directes, soit par la mesure de la capacité des composés a neutraliser ou a piéger les radicaux

libres (Marc et al., 2024). Les méthodes basées sur le piégeage radicalaire sont généralement ex-
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primées par comparaison avec un antioxydant de référence, tel que le Trolox®, analogue hydroso-
luble de la vitamine E, permettant ainsi d’évaluer I’activité antioxydante dans différents milieux,
qu’ils soient hydrophiles ou lipophiles (Arts et al., 2022). Les différentes méthodes d’évaluation du
potentiel antioxydant peuvent étre classées selon leur principe de fonctionnement. Certaines repo-
sent sur la mesure des produits résultant de 1’oxydation, tandis que d’autres évaluent la capacité
d’un composé a inhiber ou a interrompre les réactions radicalaires en cédant un électron ou un
atome d’hydrogéne aux especes réactives (Marc et al., 2024). Ces méthodes in vitro constituent des
outils indispensables pour le criblage et la caractérisation des substances naturelles a 1’activité an-
tioxydante. Les tests in vitro, tels que DPPH, ABTS, FRAP, CUPRAC, ORAC et TEAC, sont les
plus couramment utilisés en raison de leur simplicité, de leur rapidité et de leur faible colit (Mun-
teanu et Apetrie, 2021; Shahidi et samarasinghe, 2025). IIs permettent d’évaluer le pouvoir ré-
ducteur ou I’activité antiradicalaire des composés dans des systemes chimiques simplifiés. Toute-
fois, les résultats obtenus ne reflétent pas toujours fidélement les conditions physiologiques réelles
des organismes vivants (Amorati et Valgimigli, 2015; Karakus et al., 2025; Lisjak et al., 2026).
A I’inverse, les tests cellulaires fournissent des informations plus représentatives de la situation bio-
logique en prenant en compte des parameétres tels que 1’absorption cellulaire, le métabolisme et la
biodisponibilité des composés étudiés (Sadeer et al., 2020; Matute et al., 2021). Les essais in vivo,
basés notamment sur le suivi des biomarqueurs du stress oxydatif ou sur la mesure de 1’activité des
enzymes antioxydantes chez I’animal ou I’€tre humain, offrent une meilleure pertinence physiolo-
gique. Cependant, leur mise en ceuvre reste complexe, longue et coliteuse (Biiyiiktunce ez al., 2014
; Amorati et Valgimigli, 2015; Furger et al., 2022). L activité antioxydante des extraits végétaux,
des aliments et des boissons est généralement déterminée a 1’aide de méthodes in vitro. Parmi les
techniques les plus utilisées figurent le test au 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH), le test a
I’acide 2,2'-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS), le Ferric Reducing Antioxi-
dant Power (FRAP), le Cupric Reducing Antioxidant Capacity (CUPRAC), ’Oxygen Radical Ab-
sorbance Capacity (ORAC), le Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) ainsi que la mesure
de D’activité antioxydante totale (TAA) (Ruiz-Torralba et al., 2018). Chacune de ces méthodes
présente des avantages et des limites liés a la nature des radicaux utilisés, aux conditions expéri-
mentales, a la matrice étudiée et aux solvants d’extraction employés (Shahidi et samarasinghe,
2025). Plusieurs travaux ont montré une bonne corrélation entre les résultats obtenus par les mé-
thodes DPPH, ABTS, FRAP et ORAC lors de I’évaluation de 1’activité antioxydante des extraits
végétaux et des aliments. Néanmoins, une comparaison directe entre ces méthodes demeure difficile
en raison des différences de mécanismes réactionnels mis en jeu, de la nature des substrats utilisés
et des conditions analytiques propres a chaque test (Harnly, 2017). Parmi les méthodes disponibles,

le test DPPH demeure I'un des plus employés pour 1’évaluation de 1’activité antioxydante des



CHAPITRE 1. RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE

plantes médicinales en raison de sa simplicité, de sa rapidité d’exécution et de sa bonne reproducti-
bilité (Zeb et Habib, 2018 ; Zeb et al., 2018 ; Koley et al., 2019). D’autres approches, telles que
TEAC, ORAC, I’essai d’hémolyse des globules rouges et la résonance paramagnétique électronique
(RPE), ont également été utilisées pour étudier les propriétés antioxydantes de diverses classes de
composés phénoliques, notamment les flavonols, les anthocyanes, les flavan-3-ols et les acides phé-
noliques présents dans les plantes médicinales, les aliments et les boissons (Zeb et al., 2020). Les
méthodes chimiques utilisées dans notre étude a savoir I’ABTS, le DPPH et le FRAP sont large-
ment utilisées dans 1’évaluation de la capacité antioxydante des substances, ainsi que des mélanges
de composés, tels que les extraits de plantes, les huiles essentielles, les aliments et autres. Ils font
partie des méthodologies indirectes d’évaluation de I’activité antioxydante. Ces méthodes indirectes
conviennent aux procédures préliminaire d’évaluation de 1’ activité, car elle est considérée comme
rapide, pratique, peu colteux et avec une bonne stabilité. Les méthodes d’évaluation de I’activité
antioxydante reposent principalement sur deux mécanismes fondamentaux : le transfert d’atome
d’hydrogene (HAT, Hydrogen Atom Transfer) et le transfert d’électron unique (SET, Single Elec-
tron Transfer). Les méthodes de type HAT mesurent la capacité d’un antioxydant a donner un
atome d’hydrogene afin de neutraliser les radicaux libres, tandis que les méthodes de type SET éva-
luent son aptitude a transférer un électron pour réduire une espéce oxydante. Ces deux mécanismes
constituent la base de la plupart des tests antioxydants utilisés pour la caractérisation des composés

bioactifs naturels (Tableau 3).
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Tableau 3: Quelques méthodes in vitro utilisées pour mesurer l'activité antioxydante (Ahmed et al.,

2025).

Méthode de ABTS CUPRAC DPPH FRAP

Dosage de la (Cupric Reducing (2,2-Diphenyl-1- (Ferric reducing

capacité Antioxidant picrylhydrazyl) antioxidant

antioxydante Capacity) Power)

Principe de la Réaction Réduction du Cu (II) enRéaction Réaction

méthode antioxydante avec unCu (I) par des antioxydante avec un antioxydante avec un
radical cationique  antioxydants radical organique complexe de Fe(III)
organique

Mécanisme Mode mixte: SET SET et HAT SET

d’action Désactivateurs

(quenchers) de
I’oxygene singulet
(SET) et donneurs
d’hydrogene (HAT)

Détermination du Colorimétrie Colorimétrie (formationColorimétrie Colorimétrie
produit final (décoloration) a 734 de couleur) a 450 nm  (décoloration) a 517 (formation de
nm nm couleur) a 690 nm
pH de travail 3-9 7 5-9 3,6
P?lar.lte Hydrophile et Hydrophile et lipophile Hy(.lrophobe Hy(.lrophlle
d’antioxydant (uniquement solvants (uniquement en
lipophile organiques) solution aqueuse)

1.2.2. Propriétés antimicrobiennes et mécanismes d’action des composés phénoliques issus des

plantes médicinales
1.2.2.1. Propriétés antimicrobiennes des principaux classes des composés phénoliques

L'activité antimicrobienne fait référence a la capacité d'une substance a inhiber ou détruire les
micro-organismes tels que les bactéries, les virus, les champignons et les protozoaires (Gould,
2009). La présence d'une activité antimicrobienne a été documentée dans une grande variété de
sources, englobant des origines naturelles provenant de plantes, d'animaux et de micro-organismes,
ainsi que des composés synthétiques, des nanoparticules, etc (Hussain, 2024). Les plantes
produisent une grande diversité de composés phytochimiques, dont les propriétés bénéfiques sont
exploitées par I'humanité depuis des siecles (Boungou-Tsona, 2023). La découverte de composés
antimicrobiens efficaces et puissants a conduit a leur utilisation généralisée pour prévenir et traiter
les maladies d'origine microbienne. Cependant, I'émergence de souches bactériennes résistantes aux
antibiotiques, la diminution de I'efficacité et de I'innocuité des antimicrobiens conventionnels, ainsi
que la recherche de nouveaux antimicrobiens contre les maladies émergentes incurables, ont relancé
I'intérét pour les composés phytochimiques , a savoir différents composés phénoliques, alcaloides,

saponines, iridoides et sécoiridoides, polyacétylenes, glucosinolates, terpénoides, comme alternative
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aux antimicrobiens de synthése (Ferhat et Ameziane, 2023; Ullah ef al., 2026). Bien que de
nombreuses études in vitro et in vivo ont ét¢ menées ces dernicres années sur l'efficacité des
composés phénoliques issus des végétaux comme agents antimicrobiens contre les bactéries
pathogénes, les champignons, les virus et les bactéries commensales du tractus intestinal humain et

animal (Chouikh et Alia, 2024 ; Saada et al., 2021 ; Soriano et al., 2022).
-Activité antimicrobienne des acides phénoliques

Les acides phénoliques possedent une activité antimicrobienne contre les bactéries Gram-
positives et Gram-négatives. Leur activité est plus faible que celle d'autres composés phénoliques,
et leur potentiel antimicrobien dépend de l'espece, de la souche et de la structure chimique des
composés, notamment du nombre et de la position des substituants sur le cycle benzénique et de la
longueur de la chalne saturée. Les acides phénoliques possédent des propriétés actives sur la
membrane bactérienne, provoquant la fuite de constituants cellulaires, notamment les acides
nucléiques, les protéines et les ions inorganiques tels que le potassium ou le phosphate. Ils agissent

a la fois au niveau membranaire et cytoplasmique (Zhang et al., 2019).
-Activité antimicrobienne des flavonoides

De par leur structure chimique, les flavonoides ciblent de multiples cellules bactériennes. Par
exemple, ils exercent une activité antibactérienne en interagissant avec les membranes cellulaires.
Cette interaction entre les flavonoides et la bicouche lipidique est influencée par le nombre et la
distribution des groupes hydroxyle, le degré de polymérisation et la présence d'un groupe méthoxy
sur le cycle C. Les flavonoides hydrophobes peuvent pénétrer le coeur non polaire de la membrane
cellulaire bactérienne. Une autre interaction possible est liée a la formation de liaisons hydrogene
entre les flavonoides hydrophiles et les tétes polaires des lipides (Oteiza et al., 2005; Veiko et al.,
2023; shamsudin et al., 2022). La naringénine et la sophoraflavanone G sont deux flavonoides
présentant une activité antibactérienne contre le SARM et les streptococci. Ces flavonoides
réduisent la fluidité des couches externe et interne des membranes des cellules bactériennes
(Kumar et al., 2013). Les catéchines constituent un groupe de flavonoides dotés d'une activité
significative contre les bactéries Gram-positives et Gram-négatives. Les flavonoides peuvent
pénétrer la bicouche lipidique et ainsi perturber la fonction barriere de la membrane cellulaire ou
provoquer une fusion membranaire, un processus entrainant une fuite de substances
intramembranaires (Renzetti er al., 2020). D'autres flavonoides présentent une activité
antibactérienne contre S. aureus ATCC 700699, E. coli O157:H7, V. parahemoliticus ATCC 17082,
Y. enterocolitica ATCC 23715 avec une CMI de 15,63 pg/mL, S. maltophilia avec une CMI trés
faible (4 ng/mL), S. epidermidis et Enterococcus faecalis (Rafal et al., 2018; Khameneh ez al.,
2019; Abuga et al., 2020) .
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-Activité antimicrobienne des tanins

Les tanins exercent un effet inhibiteur sur les bactéries pathogenes par différents mécanismes
d'action. La chélation du fer est 1'un de ces mécanismes, car le fer est essentiel a la croissance
bactérienne. Les bactéries produisent des sidérophores qui fixent le fer et forment des composés
essentiels a leur croissance optimale. Les groupements o-dihydroxyphényle permettent aux tanins
de chélater le fer ferrique et de le rendre indisponible aux bactéries, inhibant ainsi la croissance de
bactéries telles qu'E. coli. De plus, les tanins appartiennent a un groupe proposé possédant quatre
sites de fixation des métaux ou plus (Lakey-Beitia ez al., 2021), ce qui indique qu'ils présentent
I'une des plus fortes capacités de fixation du fer parmi les composés phénoliques. Leur activité
antibactérienne inclut la capacité d'endommager la membrane cellulaire, d'inhiber les activités

enzymatiques et d'interagir avec les protéines (Tintino et al., 2017).
1.2.2.2.Mécanismes d’action des principaux classes des composés phénoliques

Les polyphénols issus des plantes peuvent agir contre les cellules bactériennes par plusieurs
mécanismes, tels que l'interaction avec les protéines et les parois cellulaires bactériennes, la
modification des fonctions cytoplasmiques et de la perméabilité membranaire, 1'inhibition du
métabolisme énergétique et des dommages a I'ADN, ou encore 1'inhibition de la synthése des acides
nucléiques par les cellules bactériennes. Au niveau de 'ADN, la planéité de la molécule et son coeur
hydrophobe permettent aux polyphénols de pénétrer 1'hélice d'ADN lors des mécanismes de
réplication, de recombinaison, de réparation et de transcription. De plus, les groupes hydroxyle des
composés phénoliques permettent aux molécules de former des liaisons hydrogéne avec les bases
nucléiques. Les composés phénoliques interagissent également avec les voies de synthese ; par
exemple, les polyphénols inhibent l'activité de la topoisomérase ou de I'ADN gyrase. Les
polyphénols peuvent aussi se lier a des métaux tels que le Cu?* et former des complexes qui
modifient la stabilité¢ de 'ADN (Makarewicz et al., 2021). Le mécanisme d'inhibition différe selon
la structure des polyphénols et l'espéce bactérienne. Le caractére favorable de la molécule,
hydrophile ou hydrophobe, dépend des sites d'action ; ainsi, le caractére amphipathique des
composés phénoliques joue un role trés important dans l'activité antibactérienne (Lobiuc et al.,
2023). En fonction du nombre de cycles aromatiques et de leurs éléments structuraux, les
polyphénols sont classés en acides phénoliques, flavonoides, lignanes, stilbénes et tanins (BelS¢ak-
Cvitanovié et al., 2018). Du fait de leur grande diversité structurale, les polyphénols agissent sur
différents sites d'action au niveau de la cellule bactérienne, et leur action dépend des propriétés
spécifiques conférées par les groupes fonctionnels et les cycles aromatiques. Au niveau
membranaire, l'activit¢ des polyphénols végétaux est favorisée par le caractere lipophile des

molécules; ainsi, le composé phénolique peut modifier la perméabilité membranaire et se lier aux
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enzymes, ce qui entraine des modifications des fonctions intracellulaires (Bouarab-Chibane et al.,
2019). Les polyphénols végétaux contenant des groupes pyrogallol présentent une activité plus
importante que ceux contenant des groupes catéchol ou résorcinol; de ce fait, la présence du groupe
pyrogallol est un indicateur d'une forte activité¢ antibactérienne (Xie et al., 2017). Dans la voie
métabolique des cellules bactériennes, les groupes fonctionnels peuvent inhiber ou augmenter
l'activité enzymatique. Par exemple, ’effet inhibiteur des polyphénols contre I’activité¢ de 1’a-
amylase est influencé par le degré d’hydroxylation, la présence d’une liaison insaturée et les degrés
de glycosylation, de méthylation et de méthoxylation de la molécule (Xiao et al., 2013; Lobiuc et
al., 2023).

1.2.3 Propriétés antiinflammatoires et mécanismes d’action des composés phénoliques
1.2.3.1. Propriétés anti-inflammatoires des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont reconnus pour leurs importantes propriétés anti-
inflammatoires. Ces métabolites secondaires végétaux contribuent a la réduction de l'inflammation
en modulant plusieurs voies de signalisation cellulaire impliquées dans la réponse inflammatoire.
De nombreuses études ont montré que les flavonoides, les acides phénoliques, les tanins et d'autres
composés phénoliques sont capables de limiter la production des médiateurs pro-inflammatoires et
de protéger les tissus contre les dommages induits par le stress oxydatif (Liu et al., 2023 ; Santos et
al., 2024). L'activité¢ anti-inflammatoire des composés phénoliques est étroitement liée a leur
pouvoir antioxydant. En neutralisant les espeéces réactives de l'oxygene (ERO), ils réduisent
l'activation des cellules immunitaires et préviennent 1'amplification de la réaction inflammatoire
(Tumilaar et al., 2024; Santos et al., 2024). Cette double action antioxydante et anti-inflammatoire
confere aux composés phénoliques un intérét considérable dans la prévention et le traitement de

diverses maladies inflammatoires.

1.2.3.2. Mécanismes d'action anti-inflammatoires des composés phénoliques

Les composés phénoliques exercent leurs effets anti-inflammatoires par plusieurs mécanismes
complémentaires (Leyva-Jiménez et al., 2019; Oledzka et Czerwinska, 2023 ; Barreca et al.,
2023; Gandhi et al., 2023; Santos et al., 2024; Xie et al., 2024) (Figure 3):
-Inhibition de 1'activation du facteur de transcription NF-«xB, principal régulateur de 1'expression des
geénes pro-inflammatoires.
-Diminution de la production des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I'IL-1p et I'IL-6.
-Inhibition de l'activité des enzymes pro-inflammatoires, notamment la cyclooxygénase (COX-2) et
la lipoxygénase (LOX), responsables de la synthese des prostaglandines et des leucotriénes.
-Réduction de la production des espéces réactives de l'oxygéne (ERO) grace a leur activité

antioxydante.
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-Modulation de l'activit¢ des macrophages et d'autres cellules impliquées dans la réponse

immunitaire.
-Grace a ces différents mécanismes, les composés phénoliques contribuent a atténuer l'inflammation

et a protéger les tissus contre les dommages cellulaires associés aux processus inflammatoires

chroniques.
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Figure 3. Propriétés antiinflammatoires des composés phénoliques (Leyva-Jiménez et al., 2019).
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I1.1. Objectifs de 1'étude

Dans le cadre de la valorisation des substances naturelles a propriétés anti-inflammatoires, an-
timicrobiennes et antioxydantes, cette étude vise a approfondir les connaissances sur R. raetam, une
plante médicinale endémique de 1’Algérie, afin d’évaluer le potentiel biologique de ses composés
bioactifs en tant qu’agents antioxydants, anti-inflammatoires et antimicrobiens.

Ce travail comprend, d’une part, une étude phytochimique basée sur le dosage spectrophoto-
métrique des polyphénols totaux (PT), des flavonoides totaux (FT), des tanins condensés totaux
(TCT) et des tanins hydrolysables totaux (THT). D’autre part, une étude biologique a été réalisée a
travers 1’évaluation in vitro des activités anti-inflammatoire, antimicrobienne et antioxydante des
extraits hydroéthanoliques de R. raetam récoltés dans deux régions algériennes distinctes: Mostaga-
nem et Ghardaia.

L’ensemble des travaux expérimentaux a été effectué¢ au sein du Laboratoire de Physiologie
Animale, rattaché au Département des Sciences Agronomiques de la Faculté des Sciences de la Na-

ture et de la Vie de I’Universit¢ Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem.
I1.2.1. Matériel végétal, récolte et extraction
I1.2.1.1. Récolte du matériel végétal

La récolte du matériel végétal constitue une étape fondamentale dans les études
phytochimiques, car elle conditionne la qualité ainsi que la teneur en composés bioactifs. Dans le
cadre de cette étude, les parties aériennes (feuilles et tiges) de R. raetam ont été récoltées dans les
régions de Ghardaia et Mostaganem, caractérisées respectivement par un climat désertique et semi-
aride, conditions écologiques favorables au développement naturel de cette espeéce (El Amrani et
al., 2018) (Figure 4). La récolte a été effectuée durant la période de floraison, au mois de mai 2026.
Apres la collecte, le matériel végétal a été transporté vers le laboratoire dans des conditions
adéquates afin de préserver son intégrité. Les échantillons ont ensuite été soigneusement nettoyés
pour ¢éliminer les impuretés, notamment la poussicre et les particules étrangeres. Ils ont été séchés a
température ambiante, a I’abri de la lumiere et de I’humidité, afin de limiter la dégradation des
composés sensibles. L’identification botanique de I’espece a été réalisée au Département des
Sciences Agronomiques de la Facult¢ des Sciences de la Nature et de la Vie de I’Université

Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem.
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Figure 4. Carte géographique des zones de la récolte (earth.google.com).

I1.2.1.2. Extraction et préparation des extraits

L’extraction des composés bioactifs de R. raetam a été effectuée par la méthode de macéra-
tion a I’aide d’un mélange hydro-éthanolique constitué de 80 % d’éthanol et de 20 % d’eau distillée
(v/v). Ce type de solvant est largement utilisé dans les études phytochimiques récentes en raison de
sa polarité intermédiaire, qui favorise 1’extraction efficace des composés phénoliques et des flavo-
noides (Lezoul ef al., 2020; Aouadi et al., 2024). Dans le cadre de cette étude, 10 g de poudre vé-
gétale ont été mis en contact avec 100 mL du mélange hydro-éthanolique. Le mélange obtenu a été
soumis a une agitation magnétique pendant une heure a température ambiante afin de faciliter la
diffusion des métabolites secondaires vers le solvant extracteur. A ’issue de cette étape, une pre-
miere filtration a été réalisée a I’aide d’un papier filtre Whatman afin de séparer le filtrat du résidu
végétal. Cette opération permet la récupération des composés solubles extraits dans le solvant tout
en améliorant la pureté de ’extrait obtenu. Le résidu végétal a ensuite fait ’objet d’une seconde
extraction réalisée dans les mémes conditions expérimentales, par addition de 100 mL du mélange
hydro-éthanolique suivie d’une agitation magnétique pendant une heure. Cette double macération
permet d’optimiser le rendement d’extraction en favorisant une récupération plus compléte des
composés bioactifs présents dans la matrice végétale (El Allaoui et al., 2024). Les deux filtrats ob-
tenus ont été réunis afin de constituer I’extrait brut, qui a ensuite été conservé a 4 °C jusqu’a son

utilisation. La macération demeure 1’une des techniques les plus employées en raison de sa simplici-
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té de mise en ceuvre et de son efficacité pour 1’extraction des composés thermosensibles (Hamdan

et al., 2025). Des travaux récents ont montré¢ que 1’optimisation de la concentration en éthanol in-
fluence considérablement la teneur en composés bioactifs ainsi que les activités antioxydantes et

antimicrobiennes des extraits végétaux (Papaver rhoeas study, 2025).
I1.2.1.3. Evaluation du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction a été exprimé en pourcentage (%) en établissant le rapport entre la
masse de I’extrait hydroéthanolique sec obtenu apres extraction et la masse initiale de la matiére

végétale seche utilisée. Le calcul du rendement a été effectué selon la formule suivante :

R (%) = (m / Mo) x 100; ou R (%) : rendement d’extraction exprimé en pourcentage; m : masse de
I’extrait hydroéthanolique sec obtenue apres extraction (g); Mo: masse initiale seéche du matériel
végétal utilisé (g). Cette valeur constitue un indicateur important de D’efficacité du procédé
d’extraction appliqué a un végétal donné (Alara et al., 2021). Elle permet également de comparer
les performances de différents protocoles d’extraction et d’évaluer I’influence de plusieurs
parametres expérimentaux, notamment la nature du solvant, le rapport solide/liquide, les
caractéristiques de la matrice végétale, ainsi que le temps et la température d’extraction
(Onyebuchi et Kavaz, 2020; Quitério ef al., 2022). Dans le cas de ’extraction hydro-éthanolique
(80/20), plusieurs études ont montré que ce mélange de solvants permet d’obtenir des rendements
élevés grace a sa capacité a solubiliser simultanément les composés polaires et semi-polaires,
notamment les polyphénols et les flavonoides (Lezoul ef al., 2020). De plus, la double extraction
réalisée dans le présent protocole contribue a I’amélioration du rendement global en assurant une
récupération plus compléte des composés bioactifs contenus dans la matrice végétale (Hamdan et

al., 2025).
I1.3. Analyses phytochimiques
I1.3.1. Dosage de polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu (FC)

La teneur en composés phénoliques totaux des extraits de R. raetam a été¢ déterminée par la
méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu décrite par Singleton ef al. (1999). Cette méthode de-
meure [’une des techniques de référence pour I’estimation globale des polyphénols dans les extraits
végétaux, en raison de sa simplicité, de sa sensibilité et de sa reproductibilité (Zhang, 2025; Ah-
mad et al., 2025).

Le principe repose sur une réaction d’oxydoréduction dans laquelle les composés phénoliques
réduisent le réactif de Folin-Ciocalteu en milieu alcalin, conduisant a la formation d’un complexe

bleu molybdéne—tungsténe. L’intensité de la coloration obtenue est proportionnelle a la capacité
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réductrice totale de I’échantillon et est mesurée par spectrophotométrie UV-Visible. Il convient tou-

tefois de souligner que ce réactif n’est pas strictement spécifique aux composés phénoliques, car
d’autres substances réductrices (acides organiques, sucres réducteurs, etc.) peuvent également inter-
férer. Malgré cette limitation, cette méthode reste largement utilisée dans les études récentes pour la
comparaison des extraits végétaux (Ahmad et al., 2025; Shahidi et Zhong, 2025).

Sur le plan expérimental, 100 uL de chaque extrait hydro-éthanolique ont été mélangés a 500
pL de réactif de Folin-Ciocalteu dilué au 1/10 dans de I’eau distillée. Aprés homogénéisation au
vortex, le mélange a ét¢ incubé a 1’obscurité pendant 5 minutes a température ambiante afin de
permettre 1’initiation de la réaction. Ensuite, 1,5 mL de solution aqueuse de carbonate de sodium
(NapCOs, 2 %) ont été ajoutés afin de créer un milieu alcalin favorable au développement de la co-
loration. Le mélange a été agité puis incubé pendant une heure a température ambiante, conformé-
ment aux protocoles récents rapportés dans la littérature (Strieder et al., 2025; Zhang, 2025).
L’absorbance a ét¢ mesurée a 765 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV-Visible, en utilisant un
blanc préparé dans les mémes conditions expérimentales. La quantification des polyphénols totaux
d’extrait a été réalisée a partir d’une courbe d’étalonnage (L.’équation 1 de la régression linéaire ob-
tenue est la suivante: y = 3,8521x + 0,0491; R? = 0,9977; Figure 5). préparée avec des solutions
d’acide gallique a différentes concentrations (0,02 a 0,5 mg/mL). Les résultats sont exprimés en
milligrammes d’équivalent acide gallique par gramme de maticre séche (mg GAE/g MS). Toutes les

analyses ont été effectuées en triplicata afin d’assurer la fiabilité et la reproductibilité des résultats.
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Figure 5. Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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I1.3.2. Dosage des flavonoides totaux par la méthode au chlorure d’aluminium (AICl3)

La teneur en flavonoides totaux a été déterminée par la méthode colorimétrique au chlorure
d’aluminium (AICIl3), selon le protocole initialement décrit par Kim et al. (2003). Cette méthode
demeure largement utilisée dans les études phytochimiques récentes pour 1’évaluation quantitative
des flavonoides dans les extraits végétaux, en raison de sa simplicité opératoire, de sa sensibilité
analytique et de sa reproductibilité (Sasidharan et al., 2020 ; Sadowska-Bartosz et Bartosz, 2022;
Kumar et al., 2025).

Le principe repose sur la capacité des flavonoides a former, en présence d’ions aluminium
(Alz*), un complexe stable coloré de teinte jaune. L’intensité de cette coloration est directement
proportionnelle a la concentration en flavonoides présents dans I’échantillon et est mesurée par
spectrophotométrie UV-Visible. Il convient toutefois de souligner que cette méthode peut présenter
certaines limites, notamment en raison de la variabilité de réactivité entre les différents sous-
groupes de flavonoides ainsi que de possibles interférences avec d’autres composés phénoliques
(Lezoul et al., 2020; Aouadi et al., 2024; Zhang et al., 2025).

Sur le plan expérimental, 0,5 mL de chaque extrait ont été mélangés avec 1,5 mL d’eau distil-
Iée. Ensuite, 150 pL. de solution de nitrite de sodium (NaNO, a 5 %; p/v; H20, NaNO>) ont été
ajoutés. Apres une incubation de 5 minutes a température ambiante, 150 pL de solution de chlorure
d’aluminium (AICl; a 10 %; Méthanol) ont été incorporés au mélange réactionnel. Aprés 6 minutes
de réaction a 1’obscurité, 0,5 mL de solution d’hydroxyde de sodium (NaOH, 4 % p/v, eau) ont été
ajoutés. La solution a été¢ homogénéisée a I’aide d’un vortex, puis 1’absorbance a été immédiatement
mesurée a 510 nm contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotométre UV-Visible (Specord® 210
Plus, Analytik Jena) La quantification des flavonoides totaux a été réalisée a partir d’une courbe
d’étalonnage établie avec la catéchine comme standard de référence, préparée a différentes concen-
trations (0,005 a 0,2 mg/mL; Méthanol), dans les mémes conditions expérimentales que les échan-
tillons analysés. Les résultats sont exprimés en milligrammes d’équivalent catéchine par gramme de
matiere seche (mg CE/g MS). La courbe d’étalonnage obtenue présente une équation de régression
linéaire suivante : y = 0,004x - 0,0154, avec un coefficient de corrélation R? = 0,9752 (Figure 6).
L’ensemble des analyses a été réalisé en triplicata afin d’assurer la fiabilité et la reproductibilité des
résultats, conformément aux exigences méthodologiques des études phytochimiques récentes (Ku-

mar et al., 2025; Lee et al., 2026).
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Figure 6. Courbe d’étalonnage de catéchine pour le dosage des flavonoides totaux.
I1.3.3. Dosage des tanins condensés (méthode a la vanilline-HCI)

Le dosage des tanins condensés ou proanthocyanidines (dérivés polymériques de flavan-3-ol,
tanins catéchiques) est réalisé par la méthode colorimétrique a la vanilline en milieu acide (vanil-
line-HCI) suivant la procédure rapportée par Julkunen-Tiitto (1985). Cette méthode repose sur la
réaction entre les unités flavan-3-ols des tanins condensés et la vanilline en présence d’un acide fort
(HCI), conduisant a la formation de complexes rouges de type anthocyanidoliques, mesurés par
spectrophotométrie UV-Visible a 500 nm. L’intensité de la coloration obtenue est proportionnelle a
la concentration en tanins condensés présents dans 1’échantillon (Sun ez al., 1998; Petine, 2025).
Cependant, plusieurs travaux récents ont souligné que cette méthode, bien que largement adoptée,
peut présenter des limites de sélectivité dues a la réactivité de certains flavonoides non condensés,
pouvant entrainer une surestimation des teneurs (UFU, 2025; Atoki et al., 2025; Hadjadj et al.,
2025).

Sur le plan expérimental, une quantité de 25 pL de chaque extrait est mélangée avec 750 pL
d’une solution méthanolique de vanilline (4% p/v). Ensuite, 375 uL. d’HCI concentré sont ajoutés
afin de créer un milieu fortement acide favorisant la réaction colorimétrique. Le mélange est homo-
généisé a 1’aide d’un vortex puis incubé pendant 20 minutes a obscurité et a température ambiante.
L’absorbance est ensuite mesurée a 500 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions a
I’aide d’un spectrophotométre UV-Visible. La quantification est réalisée a partir d’une courbe

d’étalonnage (y = 0.0014x + 0.0067; R? = 0.9973; Figure 7) préparée avec la catéchine ou la (+)-
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catéchine comme standard de référence, dans une gamme de concentrations appropriée (10-80

pg/mL; Méthanol). Les résultats sont exprimés en milligrammes d’équivalent catéchine par gramme

de maticre seche (mg CE/g MS).
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Figure 7. Courbe d’étalonnage de catéchine pour le dosage des tanins condensés.

11.3.4. Dosage des tanins hydrolysables

La détermination de taux des tanins hydrolysables (acide gallique ou acide ellagique) a été ré-
alisée selon la méthode colorimétrique décrite par Mole et Waterman (1987) avec quelques modifi-
cations mineurs, largement utilisée pour 1’évaluation des tanins hydrolysables dans les extraits vé-
gétaux. Cette méthode repose sur la capacité des tanins hydrolysables a former un complexe coloré
avec les ions ferriques (Fe**) du chlorure ferrique en milieu acide. La réaction conduit a I’apparition
d’une coloration bleu-noir dont I’intensité est proportionnelle & la concentration des tanins hydroly-
sables présents dans I’échantillon. La densité de cette coloration est déterminée par spectrophoto-
métrie UV-Visible a 660 nm, permettant ainsi une estimation quantitative de ces composés (Mole et
Waterman, 1987; Hagerman, 2024; Zhang et al., 2025).

Ce dosage est effectué par un mélange de chaque extrait (0.5 mL) avec 1.75 mL d’une solu-
tion de perchlorure de fer (0.01 M p/v préparé dans 0.001 M d’acide chlorhydrique (HCI) v/v).
L’absorbance est lue a 660 nm contre un blanc. La méme procédure réalisée avec 1’acide tannique.
La concentration des tanins hydrolysables est estimée en milligramme (mg) €quivalents d’acide
tannique par gramme (g) du poids de la matiere séche (mg EAT/g) a partir d’une courbe
d’étalonnage (équation de la régression linéaire: y = 0.0008x + 0.0206; R* = 0.9886; Figure 8) ob-

tenue a partir d’'une gamme d’étalon réalisée avec I’acide tannique (0.01-0.8 mg/mL, H>O).
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Figure 8. Courbe d’étalonnage d’acide tannique pour le dosage des tanins hydrolysables
I1.4. Détermination des activités biologiques
I1.4.1. Détermination de ’activité antioxydante in vitro

Dans cette partie nous nous intéressons d’étudier 1’activité antioxydante, in vitro, par plusieurs
méthodes. Dans le présent travail, ’activité antioxydante des extraits aqueux de plante étudiée a été
évaluée in vitro selon la méthode décrite par Barros ef al. (2013). Toutes les analyses UV-Vis ont été
effectuées dans un spectrophotometre d’ Analytik Jena Specord® 210 Plus. L activité des extraits est
comparée a celle des antioxydants de références: acide ascorbique, catéchine et trolox. Toutes les
analyses de différents tests étudiés de 1’activité antioxydante ont été réalisées en triplicata afin de

garantir la fiabilité et la reproductibilité des résultats.

I1.4.1.1. La méthode du piégeage du radical ABTS™ (acide 2,2'-azino-
bis(3éthylbenzothiazoline-6-sulphonique)) (Test de décoloration du radical cation ABTS*)

L’activité antioxydante des extraits hydro-éthanoliques de R. raetam a été déterminée par la
méthode du piégeage du radical cation ABTS™" (acide 2,2’-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulphonique)). Cette méthode repose sur la capacité des composés antioxydants a neutraliser le
radical cation ABTS"", un chromophore stable de couleur bleu-vert obtenu par oxydation de I’ABTS
avec le persulfate de potassium. En présence de molécules antioxydantes capables de céder un
électron ou un atome d’hydrogéne, le radical ABTS™ est réduit en sa forme non radicalaire,

entrainant une diminution de I’intensit¢ de la coloration. Cette décoloration, mesurée par
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spectrophotométrie a 734 nm, est proportionnelle a la capacité antioxydante de I’échantillon analysé

(Re et al., 1999; Apak et al., 2016; Shahidi et Zhong, 2025).

Le radical cation ABTS"" a été généré par un mélange (4 mL:22,4 uL; v/v) de d’une solution
aqueuse de stock de cation ABTS (acide 2,2'-azino-bis(3éthylbenz-thiazoline-6-sulfonique); 7 mM)
et de persulfate de potassium (K2S208, 140 mM, Eau distill¢). La solution obtenue a été
maintenue a I’obscurité pendant 12 a 16 heures a température ambiante afin de permettre la
formation compléte du radical stable ABTS™". Avant chaque utilisation, la solution mére du radical
ABTS"" est diluée dans 1’éthanol jusqu’a I’obtention d’une absorbance de 0,700 = 0,020 a 734 nm.
Pour I’essai antioxydant, 2 mL de la solution ABTS™ ont été mélangés a 0,1 mL des différentes
concentrations de I’extrait (0,078-5 mg/mL) ou de la substance de référence utilisée comme
contrdle positif (0,1-0,02 mg/mL). L’absorbance a été mesurée immédiatement aprés le mélange
(AT,) puis apres 3 minutes d’incubation (ATf) a I’aide d’un spectrophotometre UV-Visible, contre
un blanc préparé dans les mémes conditions expérimentales. L’activité antiradicalaire a été

exprimée en pourcentage d’inhibition (PI) du radical cation ABTS"" selon la formule suivante :

PI (%) = [1 — (ATf/ AT,)] x 100. Ou AT, représente I’absorbance mesurée au temps initial ;
ATT représente 1’absorbance mesurée aprés 3 minutes de réaction. La capacité antioxydante testée
par les deux tests (ABTS et DPPH) des extraits a été exprimée par la valeur de I’ICs¢ (ou ECsy),
correspondant a la concentration nécessaire pour inhiber 50 % du radical ABTS™ ou du radical
DPPH’". Cette valeur constitue un indicateur de 1’efficacité antiradicalaire de 1’échantillon : plus
I’ICsq est faible, plus I’activité antioxydante est élevée (De Menezes ef al., 2021). Les valeurs
d’ICso ont été déterminées graphiquement a partir des équations de régression linéaire obtenues en
représentant le pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations des extraits

testés.

I1.4.1.2. Méthode du Piégeage (scavencer) du radical libre 2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl
(DPPH)

L’activité antioxydante a été évaluée par la méthode de piégeage du radical libre DPPH (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl). Le radical DPPH" est une molécule stable de couleur violette
caractérisée par une forte absorption a 517 nm. En présence de substances antioxydantes capables
de transférer un électron ou un atome d’hydrogene, ce radical est réduit en sa forme non radicalaire,
le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine (DPPH-H), entrainant une diminution de [Dintensit¢ de la
coloration violette. La décoloration observée est proportionnelle a la capacité¢ des composés
présents dans 1’extrait a neutraliser les radicaux libres, reflétant ainsi leur activité antioxydante

(Papaefthimiou et al., 2024; Gulcin, 2025; Hernandez-Hernandez et al., 2026). Cette méthode
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demeure largement utilisée pour 1’évaluation préliminaire du pouvoir antioxydant des extraits

végétaux en raison de sa simplicité, de sa rapidité d’exécution et de sa bonne reproductibilité, ainsi
que de sa forte sensibilité vis-a-vis des composés phénoliques (Papaefthimiou ez al., 2024; Gulgin,
2025; Hernandez-Hernandez et al., 2026). Les Différentes concentrations de 1’extrait testé (0,078-
5 mg/mL) ou de la substance antioxydante de référence ont été préparées, puis 0,1 mL de chacune
de ces solutions ont ét¢é mélangés avec 0,9 mL d’une solution méthanolique de DPPH" (60 uM).
contre un témoins négatif (DPPH). Apres agitation par vortex, les mélanges ont été incubés pendant
une heure a température ambiante et a 1’obscurité afin de permettre le déroulement complet de la
réaction. Apres incubation, 1’absorbance a été mesurée a 517 nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre.
Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH" a été calculé, afin de calculer les ICso, selon la

formule suivante:

Pourcentage d’inhibition (%)= (Ao - As )/Ao x100; ou Ao correspond a I’absorbance du témoin

négatif; As a 1’absorbance de I’échantillon.
11.4.1.3. Méthode du pouvoir réducteur d’ions ferriques FRAP

La méthode du pouvoir réducteur du fer est largement utilisée pour estimer la capacité des
composés phénoliques a agir comme donneurs d’électrons. Cette méthode repose sur la réduction
des ions ferriques (Fe**) du ferricyanure de potassium [K3Fe(CN)g] en ions ferreux (Fe?") sous
I’action des substances antioxydantes présentes dans 1’extrait. Aprés addition du chlorure ferrique
(FeCls), les ions Fe?* formés réagissent pour produire un complexe coloré dont I’intensité est pro-
portionnelle au pouvoir réducteur de I’échantillon. L’augmentation de 1’absorbance mesurée par
spectrophotométrie traduit ainsi une capacité accrue des composés bioactifs a transférer des élec-
trons et a neutraliser les especes oxydantes. Cette propriété est particulierement associée a la pré-
sence de composés phénoliques, tels que les flavonoides, les acides phénoliques et les tanins, re-
connus pour leur contribution majeure a ’activité antioxydante des extraits végétaux. En raison de
sa simplicité, de sa sensibilité et de sa bonne reproductibilité, cette méthode est largement employée
dans les études récentes consacrées a la caractérisation antioxydante des plantes médicinales
(Giil¢in, 2020; Papaefthimiou et al., 2024; Giilgin, 2025).

Pour I’évaluation du pouvoir réducteur, les différentes concentrations de 1’extrait hydroétha-
nolique (0,019 a 2,5 mg/mL) ou de la substance antioxydante de référence ont été mises en réaction
avec 0,5 mL de tampon phosphate (200 mM; pH 6,6) et 0,5 mL d’une solution de ferricyanure de
potassium [K3Fe(CN)g] (1 % p/v; eau distillé) . Les mélanges réactionnels ont ensuite €été incubés a
50 °C pendant 20 minutes a I’obscurité afin de favoriser la réduction des ions ferriques. A I’issue de

I’incubation, 0,5 mL d’acide trichloroacétique (TCA; 10 % p/v; eau distillé) ont été ajoutés pour



CHAPITRE I1. MATERIELS ET METHODES
arréter la réaction. Par la suite, 0,8 mL de chaque mélange ont été prélevés et additionnés a 0,8 mL

d’eau distillée, puis a 160 pL d’une solution de chlorure ferrique (FeCls, 10 %; eau distillé). Apres
homogénéisation, I’absorbance a été mesurée directement a 690 nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre
UV-Visible, contre un témoin négatif préparé dans les mémes conditions expérimentales de 1’extrait
et de substance de référence. L’augmentation de 1’absorbance du milieu réactionnel refléte une
augmentation de la capacité réductrice d’échantillon analysé et, par conséquent, de leur potentiel
antioxydant. Pour chaque extrait, une courbe représentant 1’absorbance en fonction de la concentra-
tion a ¢ét¢ établie afin de déterminer la valeur de I’ECso (concentration efficace 50 %), définie
comme la concentration de 1’échantillon correspondant a une absorbance de 0,5. Cette valeur cons-
titue un parametre couramment utilisé pour comparer le pouvoir réducteur des extraits végétaux et
des composés bioactifs ; une faible valeur d’ECso traduit une capacité réductrice plus élevée et donc

un potentiel antioxydant plus important (Papaefthimiou ez al., 2024; Giilgin, 2025).
11.4.2. Détermination de ’activité antiinflammatoire in vitro

L'inflammation est une réponse biologique complexe face a un stimulus nocif. L'évaluation in
vitro de l'activité anti-inflammatoire des plantes médicinales repose souvent sur des modeles simu-
lant les mécanismes clés de ce processus, tels que la stabilité des membranes cellulaires et la protec-
tion des protéines contre la dénaturation. Les deux méthodes ont été¢ évaluées selon les méthodes
décrites précédemment par Bentaiba et al. (2023). Toutes les expériences ont été réalisées en tripli-
cata. Les pourcentages d’inhibition obtenus ont été représentés en fonction des concentrations des
extraits afin de déterminer les valeurs d’ICso, correspondant a la concentration nécessaire pour inhi-
ber 50 % de I’hémolyse ou de la dénaturation protéique (IH (%) et IDP (%) respectivement).
L’activité anti-inflammatoire des extraits, évaluée par les tests d’inhibition de I’hémolyse érythrocy-
taire et de la dénaturation des protéines, a été exprimée par la valeur de I’ICso (ou ECso), correspon-
dant a la concentration de I’échantillon nécessaire pour inhiber 50 % de I’hémolyse ou de la dénatu-
ration protéique. Les valeurs d’ICso ont été déterminées a partir des courbes de régression obtenues
en représentant le pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations testées
(0,078-5 mg/mL). Une faible valeur d’ICso traduit une activité anti-inflammatoire plus élevée de
I’extrait. Les activités observées ont ét¢ comparées a celles du diclofénac de sodium utilis€ comme
référence anti-inflammatoire. Un témoin négatif, correspondant a une hémolyse complete dans le
test antihémolytique ou a une dénaturation protéique totale dans le test de protection contre la déna-
turation des protéines, a ét¢ préparé dans les mémes conditions expérimentales, en 1’absence

d’extrait.
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I1.4.2.1. Inhibition de 1'hémolyse des érythrocytes humains induite par la chaleur (activité

anti-hémolytique)

La membrane des érythrocytes (globules rouges) est composée d'une bicouche lipidique simi-
laire a celle des membranes des lysosomes des leucocytes. Lors d'un stress inflammatoire, induit par
un stress thermique (la chaleur), ces membranes deviennent fragiles et se rompent, libérant de 1'hé-
moglobine (hémolyse) dans le milieu extracellulaire. Les agents anti-inflammatoires stabilisent la
membrane cellulaire, empéchant ou réduisant cette lyse. Le degré de protection membranaire est
quantifié par la mesure de l'absorbance de 1'hémoglobine libérée dans le surnageant a 540 nm
(Shinde et al., 1999; Anosike et al., 2012; Aouadi et al., 2024).

Le sang a été prélevé auprés d’un volontaire sain n’ayant recu aucun traitement anti-
inflammatoire au cours des deux semaines précédant ’essai. Apres centrifugation a 3000 tr/min
pendant 3 min, le culot érythrocytaire a été récupéré puis lavé a trois reprises avec une solution sa-
line physiologique (NaCl a 0,9 %) afin d’éliminer les constituants plasmatiques. Une suspension
érythrocytaire a 10 % a ensuite été préparée dans un tampon phosphate de sodium (10 mM, pH 7,4).
Pour chaque concentration testée, la suspension réactionnelle a été constituée de 50 puL. de suspen-
sion érythrocytaire, de 2950 pL de tampon phosphate et 50 d pL de I’extrait végétal ou du diclofé-
nac de sodium utilis¢ comme référence anti-inflammatoire. Les mélanges ont ét¢ incubés a 54 °C
pendant 20 min puis centrifugés a 2500 tr/min pendant 3 min. L’absorbance du surnageant a été
mesurée a 540 nm a P’aide d’un spectrophotometre UV-Visible. Le pourcentage d’inhibition de
I’hémolyse (HI) a été calculé selon 1’équation suivante :

HI (%) = [1 — (As/A0)] x 100 ; ou Ao représente I’absorbance du témoin négatif et As

I’absorbance de 1’échantillon testé.
11.4..2.2. Inhibition de la dénaturation des protéines

La dénaturation des protéines constitue I’un des mécanismes impliqués dans le développe-
ment et la progression des processus inflammatoires chroniques. Sous 1’effet de facteurs physiques
ou chimiques, les protéines peuvent perdre leur structure tridimensionnelle native et former des
agrégats susceptibles de déclencher une réponse immunitaire excessive. Les agents anti-
inflammatoires possedent la capacité de protéger les protéines contre cette dénaturation. Ce test
utilise 'albumine d'ceuf comme modele protéique. Le mélange est chauffé pour induire la dénatura-
tion, puis I'absorbance est mesurée pour évaluer la turbidité résultant de 1'agrégation protéique a 660
nm. Une diminution de l'absorbance indique une inhibition de la dénaturation (Mizushima et

Kobayashi, 1968; Chandra et al., 2012; Kumar et al., 2025).
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Le mélange réactionnel a été préparé a partir de 200 pL d’albumine d’ceuf, 2800 pL de tam-

pon phosphate salin (PBS; pH 6,4) et 2000 pL de I’extrait végétal ou du diclofénac utilisé comme
substance de référence a différentes concentrations. Les mélanges ont d’abord été incubés a 37 °C
pendant 20 min afin de reproduire les conditions physiologiques, puis soumis a un chauffage a 70
°C pendant 5 min pour induire la dénaturation protéique. Apres refroidissement a température am-
biante, I’absorbance a ét¢ mesurée a 660 nm a I’aide d’un spectrophotometre UV-Visible. Le pour-
centage d’inhibition de la dénaturation protéique (PDI) a été calculé selon 1’équation suivante:

IDP (%) = [1 — (A2/A1)] x 100

ou A; correspond a I’absorbance du témoin négatif représentant une dénaturation totale et A, a

I’absorbance de 1’échantillon contenant 1’extrait testé.
11.4.3. Evaluation de I’activité antimicrobienne in vitro

L’activité antimicrobienne des extraits hydroéthanoliques de R. raetem, collectés dans deux
régions, a été évaluée a 1’aide de deux approches complémentaires, a savoir la méthode de diffusion
en puits sur gélose et la méthode de micro-dilution en bouillon couplée a un test colorimétrique au
chlorure de 2,3,5-triphényltétrazolium (TTC). La premic¢re méthode permet une estimation qualita-
tive de I’effet antibactérien a travers la mesure des zones d’inhibition formées autour des puits, tan-
dis que la seconde constitue une approche quantitative basée sur 1’évaluation de la viabilité micro-
bienne par changement de coloration, ainsi que sur la détermination des concentrations minimales
inhibitrices (CMI) et bactéricide (CMB). Dans ces deux tests, des antibiotiques de référence ont été
utilisés comme contrdles positifs afin de valider les résultats obtenus, en fonction de la nature des
souches bactériennes testées. Ainsi, pour les bactéries a Gram positif, Staphylococcus aureus a été
¢valué en présence de la pénicilline, de la gentamicine et de I’oxacilline, tandis que Bacillus cereus
a €té testé avec la vancomycine, I’érythromycine et la gentamicine. Concernant les bactéries a Gram
négatif, Pseudomonas aeruginosa a été évaluée avec la ciprofloxacine, I’amikacine et la gentami-

cine, alors que Escherichia coli a été testée avec la gentamicine et I’ampicilline.
I1.4.3.1. Propriétés des germes étudiés

L’activité antimicrobienne des extraits de R. raetam a été évaluée contre un panel de microor-
ganismes de référence comprenant des bactéries Gram négatif, des bactéries Gram positif et une
levure pathogéne. Les souches testées étaient Escherichia coli ATCC 25922 (Enterobacteriaceae),
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Pseudomonadaceae), Staphylococcus aureus ATCC 25923
(Staphylococcaceae), Bacillus cereus ATCC 11778 (Bacillaceae), ainsi que la levure Candida albi-
cans ATCC 27370 ( Saccharomycetaceae). Le choix de ces microorganismes repose sur leur impor-

tance clinique et leur représentativité de différents groupes microbiens. Les bactéries Gram négatif
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possedent une membrane externe riche en lipopolysaccharides constituant une barriére supplémen-

taire a la pénétration des agents antimicrobiens. A ’inverse, les bactéries Gram positif présentent
une paroi épaisse riche en peptidoglycane, généralement plus sensible a I’action des composés phé-
noliques. Quant a Candida albicans, elle représente 1’une des principales levures opportunistes res-
ponsables des candidoses humaines et constitue un modéle de référence pour 1’évaluation de

I’activité antifongique des extraits végétaux.
11.4.3.2. Méthode de diffusion en puits sur gélose

La méthode de diffusion en puits sur gélose (agar well diffusion assay) est I’'une des tech-
niques les plus couramment utilisées pour le criblage préliminaire de 1’activité antimicrobienne des

extraits végétaux.
-Principe

Elle repose sur la diffusion radiale des composés bioactifs a partir d’un puits creusé dans un
milieu gélosé préalablement inoculé avec une suspension microbienne standardisée. Lorsque les
molécules diffusées atteignent une concentration suffisante pour inhiber la croissance du microor-
ganisme, une zone claire dépourvue de colonies apparait autour du puits. Cette zone, appelée zone
d’inhibition, constituent un indicateur direct de la sensibilité des micro-organismes vis-a-vis des
composés testés. Selon Elmakaou ef al. (2024), une activité inhibitrice est considérée comme posi-
tive lorsque le diametre de la zone d’inhibition est supérieur ou égal a 6 mm. Le diametre de cette
zone d’inhibition est considéré comme un indicateur de 1’activité antimicrobienne de 1’échantillon
testé (Balouiri et al., 2016). L’ensemble des analyses a été effectué au sein du Laboratoire de phy-
siologie animale appliquée, Faculté des sciences exactes et de I’informatique, Université¢ Abdelha-
mid Ibn Badis de Mostaganem. Le diametre de la zone d’inhibition a été utilis€é comme critere
d’évaluation de ’activité antimicrobienne. Selon les seuils couramment employés dans les ¢tudes
de criblage des extraits végétaux, un diametre inférieur & 6 mm traduit une absence d’activité signi-
ficative, tandis qu’un diametre supérieur ou égal a 6 mm indique une activité antimicrobienne dé-
tectable. Des zones comprises entre 7 et 14 mm sont généralement considérées comme révélatrices
d’une activité modérée, entre 15 et 19 mm d’une activité élevée, et au-dela de 19 mm d’une activité

tres ¢élevée (Valgas et al., 2007; Balouiri et al., 2016).
-Méthodologie

L’activité antimicrobienne des extraits aqueux issus des parties aériennes de R. raetam a été
¢valuée in vitro suivant la méthode décrite par Hamidi (2013). Les souches microbiennes ont été

préalablement cultivées sur gélose nutritive pendant 18 a 24 heures afin d’obtenir des cultures
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jeunes et actives, puis des suspensions bactériennes et fongiques ont été préparées et ajustées a une

turbidité équivalente a 0,5 unité McFarland, mesurée a 625 nm, garantissant une densité cellulaire
homogeéne et reproductible. Les suspensions ainsi standardisées ont été inoculées uniformément sur
la surface de boites de Pétri contenant la gélose Mueller-Hinton pour les bactéries et la gélose Sa-
bouraud pour la levure Candida albicans, a I’aide d’un €écouvillon stérile, en effectuant des stries
croisées dans trois directions afin d’assurer une répartition homogéne de I’inoculum. Aprés absorp-
tion complete de I’inoculum, des puits aseptiques de 6 a 8 mm de diametre ont été réalisés dans la
gélose solidifiée a 1’aide d’un emporte-picce stérile, en respectant un espacement régulier entre les
puits afin d’éviter toute interférence de diffusion. Chaque puits a été rempli avec 50 pL des extraits
aqueux préparés a quatre concentrations différentes, a savoir 5, 10, 20 et 40 mg/mL, et préalable-
ment solubilisés dans le diméthylsulfoxyde (DMSO), tandis que la gentamicine (10 mg/mL) a été
utilisée comme témoin positif et le DMSO seul comme témoin négatif. Les boites de Pétri ont en-
suite ¢t¢ laissées a température ambiante pendant 15 a 20 minutes afin de permettre une pré-
diffusion des composés, puis incubées a 37 °C pendant 24 heures pour les bactéries et 24 a 48
heures pour la levure, en position inversée pour éviter la condensation. A la fin de ’incubation,
I’activité antimicrobienne a ¢été déterminée par la mesure précise des diamétres des zones
d’inhibition en millimeétres a 1’aide d’une régle graduée ou d’un pied a coulisse, chaque essai étant
réalisé en triplicat afin d’assurer la fiabilité et la reproductibilité des résultats. La mesure de la dis-
tance millimétrique de la zone est reportée sur I’échelle de concordance afin que la souche soit in-
terprétée selon le diametre comme étant sensible, une activité modérée (7 a 14 mm), trés sensible,
haute activité, (15 a 19 mm), Extrémement sensible, forte activité, (diamétre > 19 mm), Résistante

vis-a-vis du Pextrait étudié (diametre < 6mm) (Djenadi, 2011).

11.4.3.3. Méthode de micro-dilution en bouillon couplée au test colorimétrique au chlorure de

2,3,5-triphényltétrazolium (TTC)

L’activité antimicrobienne des extraits hydroéthanoliques de R. raetam a été évaluée par la
méthode de microdilution en bouillon sur microplaques de 96 puits, couplée au test colorimétrique
au 2,3,5-triphényltétrazolium (TTC), selon Eloff (1998) et les recommandations du CLSI (2023),
avec quelques modifications. Cette méthode est largement utilisée pour 1’évaluation de 1’activité
antimicrobienne des extraits naturels et permet la détermination simultanée de la concentration mi-

nimale inhibitrice (CMI) et de la concentration minimale bactéricide (CMB).
-Principe

Elle repose sur I’incubation de dilutions successives de 1’extrait en présence d’une suspension

microbienne standardisée dans des microplaques de 96 puits. Le chlorure de 2,3,5-
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triphényltétrazolium (TTC) est un sel de tétrazolium incolore, réduit par I’activité métabolique des

cellules microbiennes viables en un produit coloré appelé formazan (rose a rouge). Ainsi, I’absence
de coloration indique une inhibition de la croissance microbienne, tandis que ’apparition d’une
coloration traduit une activit¢ métabolique active et donc une croissance bactérienne. La CMI cor-
respond a la plus faible concentration de 1’extrait capable d’inhiber toute croissance visible apres 18
a 24 heures d’incubation (Andrews, 2001). Elle constitue un parametre essentiel pour 1’évaluation
de la sensibilité des microorganismes aux agents antimicrobiens (Wiegand et al., 2008; Balouiri et
al., 2016). A titre indicatif, les extraits présentant une CMI inférieure & 0,1 mg/mL sont considérés
comme fortement actifs, ceux compris entre 0,1 et 0,5 mg/mL comme ayant une bonne activité,
entre 0,5 et 1 mg/mL une activité modérée, et entre 1 et 5 mg/mL une faible activité, tandis qu’au-
dela de 5 mg/mL I’activité est considérée comme négligeable (Kuete, 2010; Rios et Recio, 2005).
La CMB est déterminée par repiquage des puits ne présentant aucune coloration sur un milieu gélo-
s¢ sans extrait. Elle correspond a la plus faible concentration empéchant toute reprise de croissance

bactérienne apres incubation, traduisant ainsi un effet bactéricide.
-Méthodologie

Une suspension bactérienne standardisée a été préparée en ajustant la turbidité a 0,5 McFarland a
’aide d’un densitométre (DENSIMAT, Agilent/HP 8453), correspondant a environ 10° UFC/mL.
Cette suspension a été utilisée comme inoculum. Les extraits de R. raetam ont été dissous dans le
DMSO puis dilués dans un milieu de culture adapté (Eau physiologique pour toutes les souches
microbiennes testés afin d’obtenir une solution mere a 100 mg/mL. Apres homogénéisation au vor-
tex, des dilutions successives (50; 25; 12; 6,25 et 3,125 mg/mL; Bouillon nutritif) ont ensuite été
réalisées dans des microplaques a 96 puits, avec dépot de 100 pL par puits. Pour chaque concentra-
tion, 100 pL d’extrait ont été mélangés a 10 pL de suspension bactérienne et a 90 pL. de bouillon
nutritif. Un contréle de croissance (milieu et inoculum sans extrait) et un contréle de stérilité (mi-
lieu seul) ont été inclus. Les microplaques ont été incubées a 37 °C pendant 18 a 24 heures. Apres
incubation, 40 uL de solution de TTC (3 mg/mL, Eau distillé¢) ont été ajoutés dans chaque puits,
puis les plaques ont été réincubées a 37 °C pendant 30 a 60 minutes a I’obscurité. L’apparition
d’une coloration rose a rouge indique une croissance bactérienne active, tandis que 1’absence de
coloration traduit une inhibition. De maniere générale, une CMI inférieure a 0,1 mg/mL est considé-
rée comme révélatrice d’une activité antimicrobienne trés forte, tandis qu’une valeur comprise entre
0,1 et 0,5 mg/mL traduit une bonne activité. Une activité modérée est généralement observée lors-

que la CMI est située entre 0,5 et 1 mg/mL, alors qu'une faible activité correspond a des valeurs
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comprises entre 1 et 5 mg/mL. Au-dela de 5 mg/mL, I’extrait est considéré comme présentant une

activité faible (Eloff, 1998; Cos et al., 2006; Kuete, 2010; Balouiri et al., 2016).

I1.5. Analyse statistique

Tous les tests réalisés dans cette étude ont été effectués en triplicata et I’ensemble des résul-
tats a été présenté sous forme de moyenne (M) £ écart-type (SD) [M £ SD]. Les résultats relatifs a
’activité antimicrobienne ont été présentés en fonction des diamétres des zones d’inhibition mesu-
rées en millimétres, ainsi que des valeurs de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et de la
concentration minimale bactéricide (CMB) déterminées expérimentalement, tandis que celles des
activités antioxydante et anti-inflammatoire ont été exprimées respectivement en pourcentage
d’inhibition ou en valeurs expérimentales correspondantes. Pour 1’activité antioxydante et I’activité
antiinflammatoire, les valeurs d’ICso ont été¢ déterminées par régression linéaire a partir des courbes
représentant le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration des extraits (% inhibition =
f (concentration). De méme, les courbes d’étalonnage des standards ont été établies par régression
linéaire. L.’analyse statistique a été réalisée a I’aide du test t de Student pour la comparaison de deux
groupes, tandis qu’une analyse de variance (ANOVA a un ou deux facteurs) a été utilisée pour
comparer plusieurs groupes expérimentaux. La différence est considérée statistiquement significa-

tive au risque 5% (p<0.05) en utilisant le programme Microsoft Excel (2010).
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III. Caractérisation phytochimique et biologique des extraits testés
IIL.1. Extraction et caractérisation phytochimique
IILI.1.1. Rendement d’extraction chez R. raetem

Les résultats obtenus dans la présente ¢tude montrent que le rendement d’extraction hydroé-
thanolique de R. raetam varie fortement selon 1’origine géographique des échantillons, avec une
valeur significativement plus élevée pour les plantes provenant de Mostaganem (31,12 + 0,2 %)
comparativement a celles issues de Ghardaia (8,12 + 0,2 %) (Figure 9;Tableau 4). Cette différence
importante traduit une variabilit¢ marquée de la quantité de maticre extractible au sein de la méme
espece, suggérant une influence directe des conditions environnementales sur la composition chi-
mique de la plante. Cette variation peut étre expliquée par I’effet combiné des facteurs environne-
mentaux et de la diversité génétique sur la biosynthése des métabolites secondaires (Alakhi et al.,
2025). En effet, les conditions climatiques extrémes caractéristiques des régions arides, notamment
le stress hydrique, la forte insolation et la pauvreté des sols, induisent chez R. raetam des réponses
physiologiques adaptatives susceptibles de modifier I’accumulation des métabolites secondaires
(Rat et al., 2016). A I’inverse, les conditions plus favorables des régions méditerranéennes comme
Mostaganem, caractérisées par une humidité relative plus élevée et des conditions édaphiques
moins contraignantes, favorisent généralement une accumulation plus importante de biomasse et de
composés extractibles. La comparaison avec les travaux antérieurs réalisés sur la méme espece con-
firme également cette variabilité. Ainsi, Hadj Moussa et Tirichine (2024) ont rapporté un rendement
d’extraction aqueux par reflux de R. raetam récoltée a Oued N’sa (Ghardaia) de 22,29 + 0,28 %,
valeur supérieure a celle obtenue dans la présente étude pour les échantillons de Ghardaia. De plus,
Hadj Moussa (2012) a rapporté des rendements encore plus faibles (6,06 %) lors d’une extraction
hydrométhanolique de la méme espéce, mettant en évidence I’influence déterminante de la méthode
d’extraction et de la nature du solvant sur le rendement global. Ces différences peuvent étre expli-
quées par la polarité¢ du solvant, les solvants hydroalcooliques et méthanoliques étant généralement
plus efficaces pour I’extraction des composé€s phénoliques que 1’eau seule ou d’autres solvants
moins polaires (Bulos et al., 2025; Mau et al., 2005). Par ailleurs, plusieurs études ont montré que
le rendement d’extraction dépend €galement des paramétres opératoires tels que la température, la
durée d’extraction et la méthode utilisée, qui influencent directement la diffusion et la solubilisation
des composés bioactifs (Osorio-Tobon, 2020). A cela s’ajoute ’influence des conditions de sé-
chage et de stockage du matériel végétal, susceptibles d’altérer significativement la quantité et la
qualité¢ des composés extraits (Ponsien et al., 2025; Kajdzanoska et al., 2011; Cao et al., 2025;

Ali et al., 2018; Bulos et al., 2025). Des études menées sur différentes fractions de R. raetam ont
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¢galement mis en évidence des variations de rendement selon la partie de la plante et le solvant uti-

lisé. Ainsi, des rendements de 12,86 % et 11,34 % ont été rapportés pour les tiges, tandis que des
valeurs de 12,13 % et 7,7 % ont été obtenues pour les graines selon les régions étudiées (Lotta et
Souk EI Tenine, Béjaia). Ces résultats confirment que le méthanol permet généralement des rende-
ments plus élevés que 1’acétone, en raison de sa capacité a solubiliser une plus grande diversité de
composés phénoliques (Guenfissi et Laifaoui, 2012). Dans le méme sens, Mau et al. (2005) ont
montré que le méthanol maintient efficacement la solubilité des composés phénoliques, conduisant
ainsi a des rendements d’extraction plus ¢levés. De maniere générale, il est bien établi que le ren-
dement d’extraction des composés phénoliques varie considérablement en fonction de la polarité du
solvant utilis¢, mais également des conditions expérimentales telles que la température et le temps
d’extraction (Bulos et al., 2025). Par ailleurs, la comparaison avec les résultats obtenus par Ham-
mou et al. (2024) sur les extraits aqueux de R. raetam issus des mémes régions met en évidence
I’effet du solvant d’extraction. Ces auteurs ont rapporté¢ des rendements globalement plus faibles
avec I’eau seule, confirmant que 1’extraction aqueuse ne permet de récupérer qu’une fraction limitée
des composés présents dans la plante. A I’inverse, le solvant hydroéthanolique utilisé dans la pré-
sente ¢tude permet une extraction plus large incluant des composés polaires et semi-polaires tels
que les polyphénols, flavonoides et alcaloides, ce qui explique les rendements plus €élevés observés.
Malgré ces différences liées au solvant, une tendance commune est observée entre les deux études
qui démontre que les échantillons provenant de Mostaganem présentent systématiquement des ren-
dements plus élevés que ceux de Ghardaia. Cette constance suggere que 1’origine géographique
constitue un facteur déterminant dans la variabilité chimique de R. raetam. Les conditions écolo-
giques plus favorables de Mostaganem pourraient ainsi stimuler I’accumulation de biomasse et de
composés extractibles, tandis que les conditions arides de Ghardaia induisent un stress environne-
mental susceptible de modifier quantitativement la production de métabolites secondaires. Enfin, il
est important de souligner que le rendement d’extraction ne refléte pas nécessairement la richesse
en composé€s bioactifs, mais uniquement la quantité totale de maticre extractible. De manicre géné-
rale, la variabilité des composés bioactifs est fortement influencée par les conditions environnemen-
tales, notamment les facteurs météorologiques (ensoleillement, précipitations), les caractéristiques
du sol ainsi que les parameétres géographiques tels que la latitude, la longitude et 1’altitude, en plus

de I’origine de la plante (Mykhailenko et al., 2020).
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Figure 9. Rendement des extraits hydroéthanoliques de R. raetem de deux régions différentes.

II1.1.2. Analyses phytochimiques des extraits étudiés: Teneurs en polyphénols totaux (TPT),
flavonoides totaux (TFT), tanins condensés (TTC) et tanins hydrolysables (TTH)

Les résultats de la quantification des composés phénoliques des extraits hydroéthanoliques de
R. raetam récoltée dans les régions de Ghardaia et de Mostaganem sont présentés dans le Tableau 4.
Les analyses ont révélé des différences significatives entre les deux provenances pour I’ensemble
des familles de métabolites secondaires étudiées. La teneur en polyphénols totaux (TPT) était signi-
ficativement plus élevée dans 1’extrait provenant de Ghardaia (38,95 + 1,19 mg EAG/g MS) que
dans celui de Mostaganem (31,96 + 0,25 mg EAG/g MS) (Figure 10; Tableau4). Une tendance
similaire a été observée pour les flavonoides totaux (TFT), dont les teneurs ont atteint respective-
ment 17,25 £ 0,10 mg EQ/g MS et 9,37 + 0,20 mg EQ/g MS (Figure 10; Tableau 4). Les tanins
condensés (TTC) ont également présenté des teneurs plus importantes dans les échantillons de
Ghardaia (14,14 £ 0,20 mg EC/g MS) que dans ceux de Mostaganem (7,09 + 0,50 mg EC/g MS)
(Figure 10; Tableau4). De méme, les tanins hydrolysables (TTH) ont montré des valeurs de 5,68 +
0,60 mg EAT/g MS pour Ghardaia contre seulement 1,40 + 0,70 mg EAT/g MS pour Mostaganem
(Figure 10; Tableaud). Les résultats obtenus montrent ainsi que les populations de R. raetam pro-
venant de la région saharienne de Ghardaia accumulent davantage de composés phénoliques que
celles de Mostaganem. Cette observation peut étre attribuée aux conditions environnementales con-
trastées entre les deux régions. En effet, les zones arides et semi-arides sont caractérisées par des
contraintes abiotiques importantes telles que le déficit hydrique, la salinité, les fortes températures
et ’intensité élevée du rayonnement solaire. Ces facteurs environnementaux stimulent généralement
les mécanismes de défense de la plante et favorisent la biosynthése des métabolites secondaires,

notamment les polyphénols et les flavonoides, qui jouent un rdle essentiel dans la protection contre
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le stress oxydatif (Tattini ef al., 2004; Rao et al., 2025). Plusieurs études ont ét¢ démontrées que

les plantes exposées a des conditions écologiques séveres produisent davantage de composés phéno-
liques afin de renforcer leur capacité d’adaptation aux contraintes environnementales. Les résultats
de la présente étude sont cohérents avec ceux rapportés par Hammou et al. (2024), qui ont étudié les
extraits aqueux des parties aériennes de R. raetam récoltée dans les mémes régions. Ces auteurs ont
observé des teneurs en polyphénols totaux de 32,82 + 0,90 mg EAG/g MS pour les échantillons de
Ghardaia et de 24,45 + 0,20 mg EAG/g MS pour ceux de Mostaganem. Les flavonoides totaux pré-
sentaient ¢galement des valeurs plus faibles, avec 2,137 + 0,06 et 1,887 + 0,06 mg EQ/g MS respec-
tivement. Bien que les valeurs obtenues dans notre étude soient supérieures, la méme tendance géo-
graphique a été observée. Cette différence suggere que le mélange hydroéthanolique est plus effi-
cace que I’eau seule pour extraire les composés phénoliques. En effet, les solvants hydroalcooliques
permettent de solubiliser simultanément des composés de polarité différente, améliorant ainsi
I’extraction des polyphénols, flavonoides et tanins. Les teneurs en polyphénols observées dans notre
¢tude sont également comparables a celles rapportées par Chouikh et Alia (2021) pour un extrait
méthanolique brut des parties aériennes de R. raetam récoltée dans la région d’Oued Souf (Sud-Est
algérien). Ces auteurs ont déterminé une teneur de 31,59 + 2,82 mg EAG/g d’extrait pour les poly-
phénols totaux et de 14,35 + 1,02 mg EQ/g d’extrait pour les flavonoides. Les valeurs obtenues
pour I’échantillon de Ghardaia sont légérement supérieures pour les polyphénols et comparables
pour les flavonoides. Ces différences peuvent étre liées aux variations des conditions écologiques, a
la période de récolte, a la partie végétale utilisée ainsi qu’au procédé d’extraction employé. Les ré-
sultats obtenus dans la présente étude sont également supérieurs a ceux rapportés par Hadj Moussa
et Tirichine (2024) pour I’extrait aqueux par reflux des feuilles de R. raetam récoltées a Oued N’sa
(Ghardaia). Ces auteurs ont montré que les teneurs en polyphénols et en flavonoides variaient con-
sidérablement selon le type d’extrait, les fractions n-butanolique et eau-méthanol étant les plus
riches en composés phénoliques. Hadj Moussa (2015) a notamment rapporté des teneurs atteignant
272,46 ng EAG/mg d’extrait pour les polyphénols et 125,05 pg EC/mg d’extrait pour certaines
fractions organiques des feuilles de cette espece. Ces résultats confirment que la nature du solvant
constitue un facteur déterminant dans I’extraction des métabolites secondaires. Les solvants hy-
droalcooliques et méthanoliques permettent généralement une meilleure récupération des polyphé-
nols et des flavonoides grace a leur polarité intermédiaire, favorisant la solubilisation d’un large
éventail de molécules bioactives. Ainsi, les différences observées entre les travaux de Saadaoui et
al. (2007), d’Hadj Moussa et Tirichine (2024) et la présente étude peuvent étre attribuées non seu-
lement au type de solvant utilisé mais également a la partie végétale étudiée, aux conditions de ré-

colte, au stade phénologique ainsi qu’aux parametres d’extraction appliqués. Des teneurs plus éle-
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vées ont toutefois ¢été rapportées par Saada et al. (2014) lors de I’étude des fractions obtenues a par-

tir des parties aériennes de R. raetam récoltée en Tunisie. Les auteurs ont montré que les teneurs en
composés phénoliques variaient fortement selon le solvant utilisé. La fraction a 1’acétate d’éthyle
présentait la plus forte concentration en flavonoides (33,21 mg CE/g MS), suivie des fractions acé-
tonique (16,2 mg CE/g MS), hexanique (12,7 mg CE/g MS) et aqueuse (10,43 mg CE/g MS). Les
auteurs ont également observé des teneurs trés €élevées en polyphénols dans certaines fractions or-
ganiques. Ces résultats confirment que la nature du solvant constitue un facteur déterminant dans
I’extraction des métabolites secondaires. Des observations similaires ont été¢ rapportées par El Ka-
mari et al. (2024), qui ont souligné que les différences de composition phytochimique observées
entre les extraits sont principalement liées a la polarité du solvant et a son pouvoir extracteur. Con-
cernant les tanins, les teneurs obtenues dans les extraits de Ghardaia étaient environ deux fois plus
¢levées pour les tanins condensés et prés de quatre fois plus importantes pour les tanins hydroly-
sables que celles observées dans les échantillons de Mostaganem. Ces résultats sont en accord avec
ceux de Saada et al. (2014), qui ont montré que les fractions acétonique et hexanique de R. raetam
présentaient les concentrations les plus élevées en tanins condensés (10,16 et 9,23 mg CE/g MS
respectivement). De méme, Edziri ef al. (2008) ont rapporté des teneurs importantes en tanins dans
les extraits obtenus avec 1’acétate d’éthyle et le chloroforme. Selon Mahmoudi et al. (2013),
I’éthanol et I’acétone figurent parmi les solvants les plus efficaces pour I’extraction des tanins en
raison de leur forte affinité avec ces composés. Les différences observées entre les études peuvent
étre attribuées a plusieurs facteurs. Outre la nature du solvant et la méthode d’extraction, la compo-
sition phénolique dépend fortement de 1’origine géographique, des conditions climatiques, de la
composition du sol, de I’altitude, du stade phénologique, de la période de récolte et de la partie vé-
gétale utilisée (Naczk et Shahidi, 2004; Garmus et al., 2015; Mykhailenko et al., 2020). Selon
Mokrani et Madani (2016), la température d’extraction, la durée du contact solvant/matiere végétale
ainsi que le rapport solide/liquide influencent également significativement la récupération des com-
posés phénoliques. Par ailleurs, Saada et al. (2018) ont démontré que le stade de développement de
R. raetam affecte directement la teneur en polyphénols, les concentrations les plus élevées étant
observées au stade végétatif. Les résultats obtenus indiquent que les extraits hydroéthanoliques de
R. raetam provenant de Ghardaia constituent une source particulierement riche en polyphénols, fla-
vonoides et tanins. Malgré un rendement d’extraction inférieur a celui observé pour les échantillons
de Mostaganem, les extraits sahariens présentent une concentration nettement plus élevée en méta-
bolites phénoliques, probablement en raison de I’adaptation de la plante aux conditions environne-

mentales arides. Ces résultats confirment I’importance de I’origine géographique, du solvant et de la
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méthode d’extraction dans la valorisation phytochimique et pharmacologique de cette espece médi-

cinale.
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Figure 10. Teneurs en polyphénols totaux (TPT), en flavonoides totaux (TFT), tanins condensés

(TTC) et tanins hydrolysables (TTH) des extraits hydroéthanoliques R. raetem.

Tableau 4. Teneurs en polyphénols totaux (TPT), en flavonoides totaux (TFT), en tanins condensés

(TTC) en tanins hydrolysables (TTH) et rendement d’extraction des extraits hydro-éthanoliques de

R. raetem.
Région TPT (mg EAG/ TFT (mg EAG/ TTC TTH (mg Rendement
[
g MS) g MS) (mg EC /g MS) EAT/ g MS) (%)
Ghardaia 38,95 + 1,20 17,25+0,1° 14,14 +0,2° 5,68+0,6° 16,6+ 0,05
Mostaganem 31,96 +0,3° 9,37+0,2° 7,09 +0,5° 1,4+0,7° 35,8 + 0,06°

Les valeurs des teneurs en polyphénols totaux, flavonoides totaux et en tanins condensés et hydrolysables sont
exprimées en mg équivalent d’un standard par g de matiére séche (moyenne + SD). Les valeurs de rendement sont
exprimées en %(moyenne = SD). Les différentes lettres signifient des différences hautement significatives des
TPT, TFT, TTC et TTH entre les différentes régions des extraits testés (p <0.001).

II1.2. Evaluation des propriétés biologiques in vitro
I1.2.1. Détermination de I’activité antioxydante des extraits de R. raetem

Les résultats présentés dans le Tableau 5 montrent que les extraits hydro-éthanoliques de R.
raetam issus des deux régions étudiées (Ghardaia et Mostaganem) présentent une activité antioxy-
dante variable selon les tests ABTS, DPPH et FRAP (Figure 11; Tableau 5). Dans ’ensemble, les
extraits de Ghardaia affichent des valeurs d’ICso plus faibles que ceux de Mostaganem, indiquant
une activité antioxydante légerement supérieure. Toutefois, ces activités restent nettement infé-
rieures a celles des standards antioxydants (acide ascorbique, catéchine et Trolox). Le test ABTS

révele une activité antioxydante modérée des extraits, avec une ICso de 66 = 0,001 pg/mL pour
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Ghardaia contre 80,20 = 0,001 ug/mL pour Mostaganem. Ces résultats indiquent une meilleure ca-

pacité de piégeage du radical ABTS™ pour les extraits de Ghardaia. Cette activité reste cependant
trés inférieure a celle du Trolox (ICso = 3 £ 0,001 pg/mL), utilis¢ comme référence. Ce résultat sug-
gere que les extraits contiennent des composés capables de neutraliser les radicaux libres, mais a
une efficacité modérée. Concernant le test DPPH, les extraits ont montré une activité antioxydante
plus faible, avec des ICso de 308,3 = 0,01 pg/mL pour Ghardaia et 351,34 + 0,002 pg/mL pour
Mostaganem. Ces valeurs confirment une capacité limitée a piéger le radical DPPH" comparative-
ment aux standards (acide ascorbique, catéchine et Trolox). Selon Brand-Williams et al. (1995), une
ICso élevée traduit une faible activité antioxydante, ce qui est cohérent avec les résultats obtenus
dans cette étude pour les deux provenances. Pour le test FRAP, les valeurs ¢élevées d’ECso (620,6 £
0,02 pg/mL pour Ghardaia et 819 + 0,02 pg/mL pour Mostaganem) traduisent une faible capacité
réductrice des extraits. Ces résultats indiquent que les extraits possédent un pouvoir donneur
d’électrons limité, comparativement aux standards antioxydants tels que 1’acide ascorbique, la caté-
chine et le Trolox, qui présentent des ECs, trés faibles. Selon Benzie et Strain (1996), la méthode
FRAP est fortement corrélée a la présence de composés réducteurs, notamment les polyphénols. La
différence observée entre les deux régions peut étre expliquée par la variabilité de la composition
phytochimique. En effet, les extraits de Ghardaia, plus riches en polyphénols, flavonoides et tanins
(comme montré précédemment), présentent une activité antioxydante légérement supérieure. Plu-
sieurs €tudes ont confirmé 1’existence d’une corrélation positive entre la teneur en composés phéno-
liques et I’activité antioxydante des extraits végétaux (Ksouri et al., 2009; Silva et al., 2012; Silva
Filho et al., 2022). Par ailleurs, les conditions €écologiques de la région de Ghardaia, caractérisée
par un climat aride, une forte insolation et un stress hydrique important, favorisent la biosynthése
des métabolites secondaires. Ce phénomeéne adaptatif conduit souvent a une augmentation des com-
posés antioxydants, comme cela a été rapporté chez plusieurs espéces méditerranéennes et saha-
riennes (Tattini et al., 2004). Les résultats obtenus sont également en accord avec ceux de Bellake-
hal Hadjer et Hammou Imane (2024), qui ont montré que les extraits de R. raetam issus de Ghardaia
présentent une activité antioxydante supérieure a ceux de Mostaganem, bien que globalement infé-
rieure a celle des standards. Dans ce contexte, les résultats de la présente étude ont été comparés a
ceux de Hammou et al. (2024), qui ont travaillé sur les mémes échantillons de R. raetam (Ghardaia
et Mostaganem), mais en utilisant des extraits aqueux. Ces auteurs ont rapporté des activités an-
tioxydantes plus faibles que celles obtenues dans notre étude pour les tests DPPH, ABTS et FRAP,
bien que la méme tendance géographique ait été observée, avec des activités plus élevées pour les
¢chantillons de Ghardaia. Cette différence est principalement attribuée a la nature du solvant

d’extraction. En effet, le solvant hydroéthanolique utilisé¢ dans la présente étude permet une meil-
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leure extraction des composés phénoliques de polarité¢ vari€e, contrairement a I’eau seule, ce qui

explique les activités antioxydantes plus ¢levées observées. Par ailleurs, les travaux de Tirichine et
al. (2024) sur R.raetam confirment également le potentiel antioxydant de cette espéce, en lien avec
sa richesse en métabolites secondaires. Bien que ces études aient été réalisées principalement avec
des extraits aqueux, elles mettent en évidence que 1’activité biologique de R. raetam dépend forte-
ment des conditions environnementales et du mode d’extraction. Nos résultats complétent ces tra-
vaux en montrant que [’'utilisation d’un solvant hydroéthanolique améliore significativement
I’expression de I’activité antioxydante. De méme, Ksouri et al. (2009) ont rapporté que ’activité
antioxydante de R. raetam varie fortement selon I’origine géographique, le type de solvant et les
conditions environnementales. Cette activité est en accord avec les résultats rapportés chez d’autres
especes du genre Retama, ou la richesse en composés phénoliques est fortement corrélée a une acti-
vité antiradicalaire élevée (Djeddi et al., 2013).Cependant, certaines études ont rapporté des activi-
tés antioxydantes plus €élevées chez R. raetam. Par exemple, Saada ef al. (2014) ont montré que cer-
taines fractions organiques (notamment 1’acétate d’éthyle) présentent une activité antioxydante plus
forte que les extraits bruts, ce qui souligne I’importance du fractionnement et de la polarité du sol-
vant. En effet, Wei et al. (2010) ont démontré que les composés phénoliques de polarité intermé-
diaire sont mieux extraits par des solvants hydroalcooliques, ce qui influence directement I’activité
biologique. Enfin, la faible activité observée par rapport aux standards peut s’expliquer par le fait
que les extraits bruts contiennent un mélange complexe de composés, dont seule une fraction est
biologiquement active. Khalid (2014) a également rapporté que les extraits bruts de R. raetam pré-

sentent une activité antioxydante modérée comparée aux molécules pures.
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Figure 11. Activité¢ antioxydante des extraits hydro-éthanoliques de R. raetam mesurée par trois

méthodes différentes (ABTS, DPPH et FRAP).
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Tableau 5. Activité antioxydante des extraits hydro-éthanoliques de R. raetam mesurée par trois

méthodes différentes (ABTS, DPPH et FRAP).

Activité antioxydante =~ Ghardaia Mostaganem Acide* ascorbique  Catéchine*  Trolox*
(valeurs d’IC50/EC50

en pug/mL)

Test ’ABTS 66 +0,001° 80,20 £ 0,001b n.d n.d 3£0,001
Test de DPPH 308,3+0,01* 351,34 +0,002° 0,44 + 0,01 1,04+ 0,01 2,7 £0,1
Test de FRAP 620,6 + 0,02* 819,6 +0,02° 0,3+0,01 29+04 3,3+0,01

* Acide ascorbique, catéchine et trolox sont des substances de référence utilisées comme des témoins positifs pour
I’activité antioxydante qui a été exprimée sous la forme de valeurs ICso (moyenne + SD), ce qui signifie que plus cette
valeur est faible, plus le pouvoir antioxydant est fort. ICso/ECso: la concentration d'extrait correspondant a 50% de 1'ac-
tivité antioxydante ou a 0.5 de I'absorbance dans le test du pouvoir réducteur. Les différentes lettres signifient des diffé-
rences hautement significatives entre les deux régions d’espéce étudiée (p <0.001).

111.2.2. Détermination de I’activité anti-inflammatoire in vitro

L’activité anti-inflammatoire des extraits hydroéthanoliques des parties aériennes de R. rae-
tam 1ssus des régions de Ghardaia et de Mostaganem a été évaluée a travers deux modeles in vitro, a
savoir I’inhibition de la dénaturation thermique des protéines et le test de stabilisation de la mem-
brane érythrocytaire (activité anti-hémolytique). Les résultats sont exprimés en ICso, ou une faible
valeur traduit une forte activité anti-inflammatoire, en comparaison avec le diclofénac sodique
utilis¢ comme référence (Figure 12; Tableau 6). Les résultats obtenus montrent une activité anti-
inflammatoire nettement plus importante pour I’extrait de Ghardaia que pour celui de Mostaganem.
En effet, pour I’inhibition de la dénaturation des protéines, les valeurs d’ICso sont de 4,23 + 0,7
pg/mL pour Ghardaia contre 38,26 + 15,5 pg/mL pour Mostaganem, ce qui traduit une différence
marquée en faveur de I’extrait saharien. Concernant I’activité anti-hémolytique, I’extrait de Ghar-
daia présente une 1Cso de 0,28 + 0,02 pg/mL, largement inférieure a celle de Mostaganem (3,5 + 0,4
pg/mL). Toutefois, le diclofénac sodique reste plus actif (0,104 = 0,02 pg/mL), bien que I’extrait de
Ghardaia présente une activité treés proche, ce qui souligne son potentiel biologique intéressant. Ces
résultats peuvent étre expliqués par la richesse des extraits en composés phénoliques, notamment les
flavonoides, les acides phénoliques et les tanins. Selon Zhang et al. (2011), les especes du genre
Retama posseédent une activité biologique significative étroitement liée a leur teneur en composés
phénoliques, avec une corrélation marquée entre ces composés et I’inhibition de médiateurs in-
flammatoires tels que le NO et le TNF-a. De plus, Fernandez ef al. (1998) ont montré que les acides
phénoliques exercent leur activité anti-inflammatoire en inhibant la migration des neutrophiles vers
les sites inflammatoires, réduisant ainsi la réponse inflammatoire. Au niveau moléculaire, il a été
démontré que la réduction de la production de NO résulte notamment de I’inhibition de 1’expression

de ’ARNm de I'iNOS, ainsi que de la modulation de cytokines pro-inflammatoires telles que IL-
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1B, IL-6 et TNF-a. Les composés phénoliques peuvent également inhiber la voie NF-kB p65 nu-

cléaire, un régulateur majeur de la réponse inflammatoire (Beauchamp et al., 2005). Par ailleurs,
ces composés sont capables d’influencer les processus inflammatoires en inhibant des enzymes clés
telles que la cyclo-oxygénase (COX) et la lipoxygénase (LOX), impliquées dans la synthése des
médiateurs de I’inflammation (Boudjou et al., 2013). Les différences observées entre les deux ré-
gions peuvent étre attribuées aux conditions écologiques. En effet, Ksouri et al. (2009) ont rapporté
que les plantes sahariennes, dont R. raetam, présentent une forte variabilité de leurs activités biolo-
giques en fonction du stress environnemental, ce qui peut expliquer la forte activité observée pour
I’extrait de Ghardaia (ICso = 4,23 = 0,7 ug/mL). De plus, Saada et al. (2014) ont montré une corré-
lation directe entre la forte teneur en composés phénoliques (acides phénoliques, flavonoides, cou-
marine et acide syringique) et I’inhibition de la réponse inflammatoire chez R. raetam, confirmant
ainsi les résultats obtenus dans la présente étude. Par ailleurs, les résultats obtenus sont en accord
avec ceux de Krayem et al. (2025), qui ont montré que les extraits éthanoliques de R. raetam pré-
sentent une forte activité anti-inflammatoire in vitro via la stabilisation des membranes érythrocy-
taires humaines (HRBC), suggérant une inhibition des enzymes clés impliquées dans
I’inflammation telles que COX-1, COX-2, 5-LOX et sPLA2. En effet, les membranes érythrocy-
taires et lysosomales présentent une structure similaire, et les composés capables de stabiliser les
HRBC exercent également un effet protecteur sur les lysosomes, limitant ainsi la libération
d’enzymes pro-inflammatoires (Yesmin ez al., 2020). De méme, Hamdi Chrif (2022) a rapporté une
forte protection membranaire des globules rouges par les extraits de R. raetam, avec des pourcen-
tages allant de 88,25 % a 92,5 %, supérieurs dans certains cas a ceux du diclofénac, ce qui confirme
le potentiel anti-inflammatoire ¢levé de cette espece. Ainsi, bien que I’activité de 1’extrait hydroé-
thanolique de R. raetam reste 1égérement inférieure a celle du diclofénac sodique, elle demeure si-
gnificative et biologiquement pertinente. Cette activité est probablement liée a la richesse en méta-
bolites secondaires, notamment les composés phénoliques, qui agissent a différents niveaux de la
cascade inflammatoire, en réduisant la production de médiateurs pro-inflammatoires et en stabili-
sant les membranes cellulaires, limitant ainsi la libération des enzymes lysosomales responsables de

I’amplification de la réaction inflammatoire.
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Figure 12. Activité anti-inflammatoire des extraits hydro-éthanoliques de R. raetem mesurée par
deux méthodes.
Tableau 6. Activité anti-inflammatoire des extraits hydro-éthanoliques de R. raetem mesurée par

deux méthodes différentes.

Activité anti-inflammatoire =~ Ghardaia Mostaganem Diclofénac*
(valeurs d’IC50 en pg/mL)

Activité d’inhibition de la 423+0,7° 38,26 +15,5° 2,47+ 0,01
dénaturation thermique des

protéines

Activité anti-hémolytique 0,28 £ 0,022 3,5+ 0,4° 0,104 +0,02

* Diclofénac est une substance de référence utilisée comme un témoin positif pour 1’activité anti-inflammatoire qui a été
exprimée sous la forme de valeurs ICso (moyenne + SD), ce qui signifie que plus cette valeur est faible, plus le pouvoir
antioxydant est fort. ICso: la concentration d'extrait correspondant a 50% de l'activité anti-inflammatoire. Les différentes
lettres signifient des différences hautement significatives entre les deux régions d’espéce étudiée (p <0.001).

II1.2.3. Détermination de I’activité antimicrobienne des extraits de R. raetem

L’activité antimicrobienne des extraits hydroéthanoliques des parties aériennes de R. raetam
issus des régions de Ghardaia et de Mostaganem a été évaluée par deux méthodes complémentaires
: la méthode de diffusion sur gélose (test des puits) et la méthode de microdilution permettant la
détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricide/fongicide (CMB ou
CMF). Les extraits ont été testés sur cinq micro-organismes pathogeénes comprenant deux bactéries
Gram négatif (Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa), deux bactéries Gram positif (Staphy-
lococcus aureus et Bacillus cereus) ainsi qu'une levure (Candida albicans). Les résultats obtenus
par la méthode de diffusion sur gélose montrent que les extraits hydroéthanoliques de R. raetam
présentent une activité antibactérienne modérée a importante selon la souche testée et la région
d’origine (Figures 13, 14; Tableau 7). Globalement, les extraits issus de Ghardaia ont montré des

zones d’inhibition plus importantes que ceux de Mostaganem, traduisant une efficacité antimicro-
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bienne supérieure. Les diametres des zones d’inhibition enregistrés pour I’extrait de Ghardaia va-

rient entre 10,5 £ 0,5 mm (C. albicans) et 17,5 £ 0,5 mm (S. aureus), tandis que ceux de Mostaga-
nem sont plus faibles, allant de 8,8 £ 0,2 mm a 13,6 £ 0,4 mm. Ces résultats indiquent une activité
plus marquée contre les bactéries Gram positif, en particulier S. aureus et B. cereus, comparative-
ment aux bactéries Gram négatif. Cette différence de sensibilité peut étre expliquée par la structure
de la paroi cellulaire bactérienne. Les bactéries Gram négatif possédent une membrane externe riche
en lipopolysaccharides, qui constitue une barriére limitant la pénétration des composés bioactifs. A
I’inverse, les bactéries Gram positif présentent une paroi plus perméable, ce qui les rend générale-
ment plus sensibles aux extraits végétaux riches en métabolites secondaires. Les résultats de la mi-
crodilution confirment les observations obtenues par diffusion sur gélose, en apportant une quantifi-
cation plus précise de I’activité antimicrobienne. Les extraits de Ghardaia présentent globalement
des valeurs de CMI plus faibles que ceux de Mostaganem, indiquant une meilleure efficacité inhibi-
trice (Tableau 7). Pour Staphylococcus aureus, la CMI atteint 20 mg/mL pour Ghardaia contre 6,25
mg/mL pour Mostaganem, avec des CMB respectives de <20 mg/mL et 12,5 mg/mL. Pour B. ce-
reus et P. aeruginosa, des valeurs similaires indiquent une activité modérée, avec une efficacité
variable selon la souche testée. Concernant E. coli, les deux extraits présentent une activité modé-
rée, traduite par des CMI relativement élevées (12,5 a 20 mg/mL). Enfin, C. albicans montre une
sensibilité plus faible, avec des CMI de 12,5 mg/mL pour les deux extraits, indiquant une activité
antifongique limitée mais existante. L’activité antimicrobienne observée est fortement corrélée a la
composition phytochimique des extraits, notamment leur richesse en composés phénoliques tels que
les flavonoides, les tanins et les acides phénoliques. Ces composés exercent leurs effets antimicro-
biens par plusieurs mécanismes, notamment la perturbation de la membrane cellulaire, 1’inhibition
des enzymes microbiennes, la complexation des protéines et la chélation des ions métalliques essen-
tiels a la croissance bactérienne. Les flavonoides peuvent également interférer avec la synthese des
acides nucléiques, tandis que les tanins forment des complexes avec les protéines bactériennes en-
trainant une inhibition de leur activité enzymatique (Cushnie et Lamb, 2011; Daglia, 2012). Les
résultats obtenus dans la présente étude sont en accord avec ceux rapportés par Saada et al. (2016)
dans leur travail de fractionnement bioguidé de R. raetam, ou les auteurs ont montré que les frac-
tions polaires et semi-polaires riches en composés phénoliques présentent une activité antimicro-
bienne plus importante que les extraits bruts. Ils ont notamment souligné que les flavonoides et les
tanins sont fortement corrélés a 1’activité antibactérienne et antifongique observée. De maniere si-
milaire, nos extraits hydroéthanoliques montrent une activit¢ modérée a significative, avec une
meilleure efficacité pour I’échantillon de Ghardaia, ce qui pourrait étre attribué a une teneur plus

¢levée en métabolites phénoliques. Toutefois, 1’activité rapportée par Saada et al. (2016) reste glo-
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balement supérieure, ce qui s’explique par le processus de fractionnement permettant de concentrer

les molécules bioactives responsables de I’effet antimicrobien. D’un autre c6té, Hammou et al.
(2024) ont rapporté que les extraits aqueux de R.raetam issus des régions de Ghardaia et de Mosta-
ganem présentent une activité antimicrobienne notable contre plusieurs souches bactériennes et
fongiques, évaluée par la méthode de diffusion sur disque. Les résultats ont montré des zones
d’inhibition modérées, notamment contre S. enterica (10,6 = 0,3 mm a Mostaganem et 12,2 + 0,9
mm a Ghardaia) et £. coli (10,2 £ 0,3 mm et 11,4 = 0,4 mm respectivement), tandis que C. albicans
et S. symbiotica présentaient des sensibilités plus faibles. Cependant, ces valeurs restent globale-
ment inférieures a celles obtenues dans notre étude, ce qui pourrait s’expliquer par la nature du sol-
vant d’extraction. En effet, I’extrait hydroéthanolique posséde une efficacité supérieure a 1’extrait
aqueux, en raison de sa meilleure capacité a extraire un spectre plus large de composés bioactifs,
notamment les polyphénols et les flavonoides. Le mélange hydroalcoolique optimise ainsi la solubi-
lisation des molécules de polarités différentes, améliorant significativement le rendement en com-
posés actifs (Da Silva et al., 2025). Par ailleurs, Annab ef al. (2023) ont confirmé cette activité bio-
logique en démontrant que les huiles essentielles de R. raetam exercent une inhibition marquée
contre des souches telles que S.s aureus et E. coli, mettant en évidence la diversité des métabolites
secondaires responsables de ces effets antimicrobiens. De méme, Benzohra (2019) a montré que
I’extrait méthanolique de R. raetam issu de la région saharienne de la Saoura présente une forte
activité antifongique, notamment contre Fusarium oxysporum, en inhibant significativement la
croissance mycélienne et la sporulation. L’ensemble de ces résultats confirme que I’activité antimi-
crobienne de R. raetam est fortement influencée par la nature du solvant, la composition chimique
des extraits et ’origine géographique de la plante. A notre connaissance, cette étude constitue la
premiére investigation portant sur 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne des extraits hydroétha-
noliques de R. raetam issus des régions de Ghardaia et de Mostaganem en utilisant a la fois la mé-
thode de diffusion sur gélose et la méthode de microdilution. Aucune étude antérieure n’a rapporté,
a ce jour, I’application de la microdilution sur ces types d’extraits pour comparer deux origines
géographiques distinctes de cette espéce. Cette originalité confére a nos résultats un intérét particu-
lier, en apportant des données quantitatives précises sur les concentrations minimales inhibitrices
(CMI) et bactéricides (CMB), ainsi qu’une meilleure compréhension de 1’influence de la variabilité
géographique sur 1’activité antimicrobienne de R. raetam. Ainsi, notre travail contribue a enrichir
les connaissances scientifiques disponibles sur cette espeéce médicinale et & combler un manque

dans la littérature concernant les extraits hydroéthanoliques et leur potentiel biologique.
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Figure 13. Activité antimicrobienne des extraits hydro-éthanoliques de R. raetem déterminée par la

méthode de diffusion en puits sur gélose contre cing souches microbiennes
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Figure 14. Activité antimicrobienne des extraits hydro-éthanoliques R. raetem déterminée par la

méthode de micro-dilution contre cinq souches microbiennes.
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Tableau 7. Activité antimicrobienne des extraits hydro-éthanoliques de R. raetem en utilisant la mé-

thode de diffusion en puits sur gélose et la méthode des micro-dilutions.

Ghardaia Mostaganem *Gentamicine Ghardaia Mostaganem
Souche microbienne Diameétre de ZI (mm ) Valeurs de CMI/CMB (mg/mL)
Gram-negative
Eschericia coli 11,4+£0,6 10,8 £0,2 23+0,5 12,5/<20 20/1<20
Pseudomonas aerugi- 15,2+0,8 13,6 £0,4 17 +£0,05 6,25/20 12,5/<20
nosa
Gram-positive
Bacillus cereus 14,4 £ 0,6 09,6 £ 0,4 17+ 0,4 6,25/20 12,5/<20
Staphylococcus aureus 17,5+ 0,5 10,8 £0,2 22+1,4 6,25/12,5 20/<20
Levures
Candida albicans 10,5+0,5 08,8 +0,2 00 12,5/<20 12,5/20

*Gentamicine est une référence (antibiotique) utilisée comme un témoin positif pour Dactivité
antimicrobienne qui a été exprimée sous la forme de valeurs de zones d’inhibition (moyenne + SD) et des
CMI/CMB ou CMF. Les données sont présentées sous forme de moyenne + écart type (SD) (n = 3). Les
moyennes dans chaque ligne portant des exposants similaires ne sont pas significativement différentes
(P>0.05). La concentration utilisée de chaque extrait est de 40 mg/mL, la zone d’inhibition calculée par le
diamétre de autour du disque (mm). ZI: zone d'inhibition. Le diamétre du disque était de 6 mm. Aucune
activité antimicrobienne (-), Zone d'inhibition faible (® =ZI=6 mm), Activité antimicrobienne modérée
(Z1=7-14 mm), haute activité antimicrobienne (ZI= 14-19 mm). Forte activité antibactérienne (ZI est plus de

19 mm).
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Le présent travail a permis d’étudier de maniére comparative le profil polyphénolique ainsi
que les activités antioxydante, anti-inflammatoire et antimicrobienne des extraits hydro-
éthanoliques des parties aériennes de R. raetam récoltées dans deux régions algériennes aux condi-
tions écologiques contrastées, Ghardaia et Mostaganem.

Les analyses phytochimiques ont montré que les extraits provenant de Ghardaia présentent
des teneurs significativement plus élevées en polyphénols totaux, flavonoides totaux, tanins con-
densés et tanins hydrolysables que ceux issus de Mostaganem. Ces résultats mettent en évidence
I’influence de 1’origine géographique et des conditions environnementales sur I’accumulation des
métabolites secondaires. Les conditions arides désertiques et les contraintes abiotiques caractéris-
tiques de la région de Ghardaia semblent favoriser la biosynthése des composés phénoliques impli-
qués dans les mécanismes de défense de la plante.

L’évaluation de I’activité antioxydante par les tests ABTS, DPPH et FRAP a révélé que les
extraits de Ghardaia possedent un pouvoir antioxydant supérieur a celui des extraits de Mostaga-
nem. Bien que ces activités demeurent inférieures a celles des standards de référence, elles confir-
ment la capacité des extraits a neutraliser les radicaux libres et a réduire les espéces oxydantes. La
corrélation observée entre la teneur en composés phénoliques et I’activité antioxydante suggére que
ces métabolites jouent un rdle majeur dans les propriétés anti-radicalaires de 1’espéce.

Les essais anti-inflammatoires ont mis en €vidence une activité remarquable des extraits, par-
ticulierement pour ceux de Ghardaia, aussi bien dans le test d’inhibition de la dénaturation ther-
mique des protéines que dans le test de stabilisation membranaire. Ces résultats témoignent de la
capacité des extraits a limiter les processus inflammatoires et confirment I’intérét pharmacologique
de cette plante en tant que source potentielle d’agents anti-inflammatoires naturels.

L’¢étude de I’activité antimicrobienne a montré que les extraits hydro-éthanoliques exercent
une action inhibitrice contre les bactéries Gram positif, Gram négatif ainsi que contre Candida albi-
cans. Les extraits de Ghardaia se sont révélés globalement plus actifs que ceux de Mostaganem, ce
qui est cohérent avec leur richesse plus importante en composés phénoliques. A notre connaissance,
ce travail constitue la premicre étude comparative de ’activité antimicrobienne d’extraits hydro-
¢thanoliques de R. raetam provenant de Ghardaia et de Mostaganem utilisant simultanément les
méthodes de diffusion sur gélose et de micro-dilution.

De maniere générale, les résultats obtenus démontrent que R.a raetam représente une source
prometteuse de métabolites bioactifs a potentiel antioxydant, anti-inflammatoire et antimicrobien.
Ils confirment également 1’importance de 1’origine géographique dans la valorisation phytochi-

mique et biologique de cette espece médicinale.
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Au vu des résultats obtenus, plusieurs perspectives peuvent étre envisagées afin d’approfondir
la valorisation biologique et pharmacologique de R. raetam:
» Réaliser une caractérisation approfondie des composés bioactifs par des techniques analytiques
avancées telles que la HPLC-DAD, la LC-MS/MS ou la RMN afin d’identifier les molécules res-
ponsables des activités biologiques observées.
» Effectuer un fractionnement bio-guidé des extraits hydro-éthanoliques afin d’isoler les composés
les plus actifs et d’évaluer leurs activités individuelles.
> Etendre les essais biologiques a d’autres souches microbiennes, notamment des microorganismes
pathogenes multi-résistants aux antibiotiques.
» Réaliser des études de toxicité et de sécurité biologique afin d’évaluer le potentiel thérapeutique
des extraits et des composés isolés.
» Effectuer des essais in vivo afin de confirmer les activités antioxydantes, anti-inflammatoires et
antimicrobiennes observées in vitro.
» Développer des études in silico basées sur le docking moléculaire et la simulation moléculaire,
afin d’évaluer I’affinité des principaux composés phénoliques identifiés envers différentes cibles
biologiques impliquées dans les processus inflammatoires, oxydatifs et microbiens. Ces approches
permettraient de mieux comprendre les mécanismes d’action des molécules bioactives de R. raetam,
de prédire leurs interactions avec des protéines cibles telles que la COX-2, la LOX ou certaines en-
zymes bactériennes, et d’orienter le développement futur de nouveaux agents thérapeutiques
d’origine naturelle.
> Etudier I’influence d’autres facteurs environnementaux tels que la saison de récolte, le stade
phénologique et les caractéristiques du sol sur la composition chimique et les activités biologiques

de I’espéce.
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