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Stress abiotiques
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Pro-oxydants

fonctions essentielles EOA

Antioxydants

’ Apport d'énergie

Détoxification

Molécules signales

| fonction immune




iffets délétéres des EOA

xydation des lipides Oxydation des protéines

Mutations de LADN Oxydation des sucres

Inactivation des enzymes ! Sénescence des cellules
Apovptose cellulaire




Halophytes: Biosynthése de substances de stress

Qe Antioxydantes
A
g -
uperoxide dismutase
Glutathion peroxydase
Catalase
Ascorbate peroxidase
A e . S :
' Molécules non-enzymatiques antioxydantes |
A
/
Vitamines (A, C et E)
Huailes essentielles
Caroténoides
Glutathion

Solutés compatib



Les composés phénoliques
sont des métabolites
secondaires dérivant de la
voie des shikimates et des

Ces composés possédent un
noyau aromatique portant
un ou plusieurs

groupement hydroxyl phénylpropanoides
/ Class Structure \
Monophénols Co
Acides hydroxybenzoiques CeCy
Acides hydroxycinnamiques, phénylpropanoides_ CfCS
(Coumarines, isocoumarines, chromones, chroménes
Flavonoides, isoflavonoides C6C3C6
Lignanes, néolignanes (GC3)2
Biflavonoides (C6C3Co)2
Lignines (G6CPn




s et intéréts des Polyphénols

n large spectre d’activités physiologiques et ils occupent une grande importance
grace a leurs multiples vertus et applications.

A
- )
Activité antioxydante Activité antimicrobienne  Activité Antitumorale
Activité vasodilatatrice Activité anti-inflammatoire
' Applications industrielles |
A
-
Industrie alimentaire Cosmeétique

(conservation) (contre le vieillisse
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Malondialdéhyde Les polyphénols
(MDA)




ndicateurs du stress
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Manipulation I

et dosage du malonyldialdéhvyde
(MDA)

i La méthode la plus utilisée pour Pestimation in vitro de Ial
- peroxydation des lipides dans les systémes biologiques est le dosage du i
| malonyldialdéhyde (MDA) par la reaction de I’acide thlobarblturlque'
i (TBA). |
! La réaction de dosage du MDA repose sur la formation en milieu
| “acide et a chaud entre le MDA et deux molécules de TBA, d’un pigment ! |
| _rouge absorbant a 532 nm




et dosage du malonyldialdéhyde |
(MDA) |

Les mesures sont réalisées sur des feuilles de plantes témoins et stressees.
Extraction:

» 100 mg de matiere fraiche sont broyeés, avec une pincée de sable stérile, dans 1 ml d’acide
trichloracétique (TCA, 0.1 %).
 Centrifugation pendant 15 min a 15000xg a 4 °C, et le surnageant est conserve.

Dosage:
* Incuber un milieu réactionnel contenant 250ul du surnageant et 1 ml d’acide thiobarbiturique
TBA (0.5 %) (prépare dans le TCA a 20 %) pendant 30 min, dans un bain-marie a 95 °C.
* La réaction est arrétée par un refroidissement immediat dans de la glace pilée pendant 10 min.

« Centrifugation 10 min a 10000xg

« Récupération du surnageant pour le dosage, par colorimétrie, des lipoperoxydes. L’ab
est lue a 532 nm contre un blanc contenant 0.5 % TBA et 10 % TCA.

Apres soustraction de I’absorbance non spécifique lue a 600 nm,
malondialdéhyde est calculée a I’aide de son coefficient d’extinction (155



et dosage des po[ypﬁéno[s totaux

Air libre + ombre +

température ambiante



polyphénols.

Protocole expérimental

*Une prise de 125 pul de I’extrait dilué (selon le solvant et I’organe) est mélangé avec 500 pul
d’eau distillée et 125 ul de réactif de Folin-Ciocalteu.

*Aprés une agitation vigoureuse du mélange suivie d’un repos de 3 minutes, une prise de 1250 pl
de CO4(Na) 2 a 7 % est additionneée.

*Enfin le mélange obtenu est ajusté par de I’eau distillée a 3 ml.

*Apreés un repos de 90 minutes a ’obscurité, la lecture de I’absorbance est effectuée a une
longueur d’onde de 760 nm

La gamme étalon est préparée avec de ’acide gallique a des concentrations
200, 300, 400, 500 mg.I-L. Les teneurs en polyphénols sont exprimées en
gallique par gramme de matiére seche (mMgEAG.gt MS).



des composés phénoliques
par RP-HPLC
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[ Extraits acétoniques ] [Extra:its d'hydrolyse adde]

des differents organes des differents organes

| l

Injection de 20pul des différents extraits en HPLC

Séparation des Sélection de composés
différents composés de par leur temps de
faible poids rétention grace a une
moléculaire grice i sa colonne spécifique
phase mobile. C18:0Ds5.

L ot

La sortie des composés phénoliques se fait en phase inverse: du moins polaire
vers le plus polaire
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composés phénoliques a partir des profils
chromatographiques

Feuille (hydrolyse acide)
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Pouvoir réducteur > Fe¥-ferricyanide + E— Fe?*-ferricyanide +E

Pouvoir chélateur > Fe?*+E — Complexe Fe?*-E

> NBTH +0O, — NBT + O,~— For

Activité antiradicalaire>

—— > DPPH +AH — DPPH-



Manipulation I11 i
ite antiradicalaire (test :D??ﬂ{)

(1) Principe

L’activité antiradicalaire est mesurée par la degradation du DPPH :
2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl, qui est un radical synthétique présentant une
Intense coloration violette. La couche électronique de ce radical est saturé en
contact d’antioxydants, ce qui explique la disparition de sa coloration. Cette
déecoloration explique le pouvoir de 1’extrait de la plante a pieger ce radical, qu’on
peut detecter par un spectrophotometre-UV.

DPPH +AH — DPPH-H + A.
(violette) (incolore)



de I’extrait a différentes concentrations (1,10, 100 et 200 ug/ml), est
0 nl d’une solution de DPPH (0.2 mM).

gitation vigoureuse du meélange, il est conserveé au repos pendant 30min a
té. L’absorbance est mesurée a 517 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre -UV

e, en se referant a un témoin sans extrait.

Pour chaque concentration, le test est répéte 3 fois.

L’activité antiradicalaire est estimée en pourcentage d’inhibition grice a la formule suivante :
Pl = (DO témoin — DO extrait / DO témoin)*100
Pl : pourcentage d’inhibition.
DO témoin : absorbance du témoin.
DO extrait : absorbance de la solution d’extrait.

................................... 4
| La réalisation de la cinétique de cette activité a permis de déterminer

| les concentrations qui correspondent a 50 % d inhibition (CLs,);
| valeur de CI, la plus faible correspond a Cefficacité de Le
| plus élevée. La valeur de CI, est exprimée en ug.ml! (3

pour chaque concentration)
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és antibactérienne et antifongique

tivité antimicrobienne est déterminée par la méthode d’ Aromatogramme

Culture des souches des
bacté res sur
les boites de Pétri.

On met des disques de 6 mm
sur les téries et

des levures.

—

Souches bactériennes

Staphylococcus epidermidis CIP 106510
Staptrylococcus aureus ATCC 25923
Fcherichia coli ATCC 35218
Pseudomonas aeruginosa A7CC 27853
Micrococcus luteus NCIMPB 8166

On imbibe les disques par

1opl d’extraits de

concentration 100 mg.ml.

Incubation a 37° C pendant
24 Het ametre
de zone d’inhibition.

Souches de levure

Candida kefyr
Candida holmii
Candida albicans
Candida sake
Candida g.




ité antibac tenenne.

Diameétre de zone d’inhibition (imm * SD)

Feuille Fleur Tige Galle  Antibiotique
Les bactéries
Staphylococcus epidermidis ~ 7.33% 0.58 833+058  9.66+ 0.58 10+ 0 30
Staphylococcus aureus 8.66+ 0.58 8+ 0 10.33+ 0.58 10+ 0 22
Echerichia coli 7£0 7£0 - 70 27

Pseudomonas aeruginosa - - 7£0 7£0 16

Micrococcus luteus 8+ 0 9.33+ 0.58 12+ 0 13.66+ 0.58

L’activité est absente si la zone d’inhibition est <lmm ;activité est faib
1mm; activité moyenne si (ZI) est entre 2-3 mm; activité assez éleve
5 mm ; activité élevée si (ZI) est entre » 6-9 mm; activité tres éleve



Diametre de zone d’inhibition (mm * SD)

Feuille Fleur Tige Galle Antibiotique
Les bactéries
Candida albicans 70 - - 8+ 0 27
Candida Refyr 7+ 0 7£0 - 7.66+ 0.58 30
Candida holmii 8+0 - 7+ 0 7+ 0 22
Candida sake 7+ 0 - 7+ 0 7+ 0 16
Candida glabrata. 7.33+ 0.47 - 7+ 0 8+ 0

L’activité est absente si la zone d’inhibition est <1mm ;activité est faib
mm; activité moyenne si (ZI) est entre 2-3 mm; activité assez elevé
mm ; activité élevée si (ZI) est entre » 6-9 mm; activite tres élevé



