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In addition to metabolic diseases, microbial pathologies often
characterized by resistance and multiresistance phenomena of certain
strains with known reference molecules, constitute a real public health
problem in the world as a result of the number of deaths caused each
year by these pathologies.

The purpose of this work is to evaluate the antioxidant and
antimicrobial potential of aqueous extracts of Alchornea floribunda and
Bridelia ferruginea.

The phytochemical composition of the extracts was determined by the
calorimetric and differential method. The antioxidant activity was
evaluated by the antiradical activity of the radical DPPH. Also,
antimicrobial activity was determined by the well method in agar and
determination of minimum inhibitory (MIC) and bactericidal (MBC)
concentrations.

The results of the phytochemical screening reveal a wealth of
phytomolecules with antimicrobial properties such as polyphenols,
terpenes, flavonoids, tannins and alkaloids. Also, they emphasize that
both extracts have antioxidant activities. However, the average
antioxidant activity of the extract of Alchornea floribunda is greater
than that of Bridelia ferruginea. This activity is comparable to that of
gallic acid and ascorbic acid in the DPPH free radical scavenging
assay.

The study of the antimicrobial activity of these two plants revealed a
significant antibacterial activity with respect to several bacterial strains
responsible for infantile diarrhea, namely: Shigella sonnei, Shigella
spp., Yersinia pestis, Raoultella ornithinilytica, Escherichia vulneris,
Salmonella choleraesuis, Escherichia coli, as well as a remarkable
yeast antifungal activity (Candida spp PV, Candida albicans bucal,
Candida albicans PV).
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Introduction:-

Les maladies métaboliques (cancers, hypertension, diabéte, insuffisance cardiaque, asthme, Alzheimer) constituent
un véritable probléme de santé mondiale suite au nombre de déces causés chaque année (OMS, 2013). Elles ont pour
cause commune un certain nombre de facteurs tels que : le vieillissement, la sédentarité, le tabagisme, 1'usage nocif
de 1’alcool et les carences en vitamines dues a une mauvaise alimentation. Prés de 80 % des décés sont dus aux
maladies non transmissibles, soient 29 millions d’individus dans les pays a faible revenu et plus de 9 millions de ces
déces surviennent avant 1’age de 60 ans (OMS, 2013).

L’oxygene est essentiel pour tous les organismes eucaryotes. Cependant, méme dans les réactions métaboliques
fondamentales se produisant dans les cellules, les formes réactives de 1’oxygéne sont capables d’endommager
diverses biomolécules telles que les protéines, 1’acide désoxyribonucléiques (ADN) ou des acides gras polyinsaturés
(Gruber, Schaffer, and Barry, 2008). En plus de la production normale des radicaux libres dans les cellules durant la
respiration et le métabolisme, les quantités excessives des espéces réactives oxygenes (ERO) peuvent se former et
leurs taux sont élevés durant le stress oxydatif en raison de I’inflammation, 1’activité physique intense, I’ischémie ou
un traumatisme (Cardona et al., 2013; Lahouel et al., 2004; Pincemail et al., 2007; Shoji et al., 2004). La carence en
substances nutritives protectrices nécessaires ou d’autres substances antioxydantes dans le régime alimentaire ou
dans certaines conditions héréditaires pathologiques peuvent aussi affecter négativement 1’équilibre entre les pro-
oxydants et les antioxydants dans 1’organisme (Cardona et al., 2013; Lahouel et al., 2004; Pincemail et al., 2007,
Shoji et al., 2004).

A cbté des maladies métaboliques, les maladies infectieuses représentent également un probléme de santé publique
majeur a cause de leur ampleur (OMS, 2013). En effet, le phénomene de résistance et de multirésistances de
certaines souches microbiennes aux antibiotiques de références et communément utilisés augmente le taux de
mortalité engendré par des pathologies telles que : le paludisme, le VIH-Sida, la tuberculose, I’Ebola, les diarrhées
infectieuses (OMS, 2013). Les maladies diarrhéiques sont et restent une source de mortalité et de morbidité en santé
publique dans le monde avec plus de 2 millions de déces par année (Bonkoungou et al., 2013; Clarke, 2001), et
touchent particulierement les enfants de moins de 5 ans (Kosek, 2003). 1l a été récemment estimé que les diarrhées
comptent pour 9,9 % des 6,9 millions des déces des enfants de moins de 5 ans en 2011 (Liu et al., 2012; Walker,
2012). Cependant, dans les pays pauvres (PP) et les pays en voie de Développement (PED) les taux de maladies
diarrhéiques sont tres élevés. Effectivement, elles sont responsables de 16 & 35 % des décés des enfants de moins de
5 ans (Kosek, 2003). Cette pathologie négligée représente la troisieme cause de déces des maladies infectieuses
mondiale (OMS, 2011). En Afrique, particuliérement au Gabon, les premiéres prises en charge dans les zones
rurales se font par ’administration des décoctions des plantes.

Aussi, I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime qu’en Afrique, plus de 80 % de la population utilisent
encore les plantes médicinales pour répondre a leurs besoins de santé primaire (OMS, 2002). Cette utilisation des
plantes remonte a la préhistoire par ’homme pour satisfaire ses besoins nutritionnels et thérapeutiques a cause de
leur richesse en métabolites secondaires (Konaté et al., 2011; Nsi AKoué et al., 2013). Le Gabon ne fait pas
exception, car I'utilisation des plantes médicinales pour le traitement de différentes affections se fait depuis des
générations (Mengome, 2013).

Le Gabon, situé¢ en Afrique Centrale, est couvert a 85% d’une forét équatoriale humide, soit 12% des foréts du
bassin du Congo (Devers et al., 2006). Ces foréts gabonaises renferment une importante réserve d’espéces animales
et végeétales, dont une large proportion reste endémique. Son couvert végétal compte environ 10000 espéces
inventoriées, constituant ainsi un important réservoir de molécules naturelles (Devers et al., 2006). Plusieurs travaux
ont été mené dans le souci de valoriser le potentiel nutritionnel et thérapeutique des espéces végétales du Gabon.

A cet effet, les travaux de Ondo et al. (Ondo et al., 2013) ont montré que Asplenium africanum (Aspleniaceae) et les
fruits de Megaphrinium macrostachyum (Marantaceae) contenant les phénols avaient une activité antioxydante. Nsi
et al. (Nsi Akoué et al., 2013) ont révélé que Sakersia africana, plante utilisée dans le régime alimentaire par les
mandrills du parc de la Lékédi a Bakoumba (Haut-Ogooué) avait une activité antiradicalaire et antioxydante. Par
ailleurs, Eyi Mintsa et al. (Eyi Mintsa, 2017) ont montré que les feuilles de Helichrysium mechowianum utilisées par
les pygmées du Gabon avaient des propriétés oestrogéniques pour le raffermissement de I’appareil génital (utérus)
féminin aprés accouchement. De plus, Yala et al. (Yala et., 2016) ont montré que I’extrait aqueux de Eryngium
foetidium récolté & Franceville présentait une activité antibactérienne. Aussi, Nsi Akoué (Nsi Akoué, 2017) a revélé
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le pouvoir antimicrobien des plantes consommées par les mandrills, a I’exemple de Medinilla mirabilis,
Pentaclethra eetveldeana, Berlinia bracteosa et Tristema mauritianum, qui inhibent la croissance des souches
bactériennes telles que : Eschérichia coli, Enterobacter cloacae.

Ce travail fait suite & ceux de Nsi Akoué en 2017 qui ont identifié les plantes consommeées par les mandrills du parc
de la Lékédi Bakoumba et le choix des plantes médicinales s’est fait par 1’approche Zoopharmacognosie. Cette
approche porte sur les comportements alimentaires des mammiféres notamment les grands singes qui font usage de
certaines espéces végétales, pour améliorer leur état de santé (Huffman, 2003; Nsi Akoué, 2017).

Ainsi, les deux plantes utilisées dans cette étude font partie du régime alimentaire des mandrills (Mandrillus sphinx)
du parc de la Lékédi a Bakoumba. C’est dans ce contexte que l’objectif général de cette étude s’est focalisée
d’évaluer les activités biologiques de deux plantes a savoir : Alchornea floribunda (Euphorbiaceae) et Bridelia
ferruginea (Phyllanthaceae).

Les objectifs spécifiques visent a : mettre en évidence par un Screening phytochimique les molécules chimiques
ayant des propriétés pharmacologiques, évaluer 1’activité antioxydante et antimicrobienne de ces extraits de plantes
sur les bactéries isolées des diarrhées infantiles et sur les souches de Candida.

Matériel Et Méthodes:-

Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé était constitué des graines de Alchornea floribunda et des écorces de Bridelia ferruginea.
Ces plantes sont issues d’une campagne d’échantillonnage au parc de la Lékédi a Bakoumba dans le Département de

Figurel. Matériel végétal utilisé. A : les graines de Alchornea floribunda Mull. Arg ; B : les écorces de Bridelia
ferruginea Benth

Préparation des extraits végétaux

Les parties des plantes récoltées et identifiées ont été séchées au laboratoire, a la température ambiante et a 1’abri de
la lumiére. Une fois séchées, les graines et les écorces de ces plantes ont été broyées a I’aide d’un broyeur de type
Waring-R commercial ARMOR jusqu’a ’obtention des poudres. Les poudres ont été macérées sous agitateur
magnétique pendant 24 heures. Le macérat obtenu a été ensuite filtré a 1’aide du papier filtre, puis lyophilisée, et
lyophilisat obtenu a été conservé dans des bocaux & 4°C jusqu’a la réalisation des tests.

Screening phytochimique

Le criblage phytochimique a permis de mettre en évidence la composition des métabolites secondaires présents dans
les plantes. Ainsi, 5 g de poudre de matiere végétale ont été mélangées & 250 mL d’eau distillée, puis le mélange a
été porté a ébullition pendant 15 minutes. Le décocté obtenu a été filtré a I’aide d’un coton. Pour chaque test, 2 mL
du filtrat ont été utilisés.
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Les essais phytochimiques des extraits aqueux ont été réalisés selon les techniques classiques décrites par Paris
(Paris and Moyse, 1969), Bouquet (Bouquet and Fouret, 1975; Bouquet, 1971). Ces essais ont pour objectifs de
mettre en évidence les groupes chimiques ayant des propriétés pharmacologiques.

Test des saponosides

Deux millilitres (2 mL) de DI’extrait de plante ont été versés dans un tube a essai, puis le tube a été agité
vigoureusement. 5 minutes aprés, la présence d’une mousse persistante met en évidence la présence des
saponosides.

Test des tannins

Deux millilitres (2 mL) de I’extrait de plante ont été versés dans un tube, puis 2 mL du trichlorure de fer (FeCl3) a 1
% ont été ajoutés. Lorsque le mélange donne une coloration verdatre ou bleu noiratre, nous avons la présence des
tannins.

Test des polyphénols

Deux millilitres (2 mL) de I’extrait de plante ont été transférés dans un tube, ensuite 1 mL du réactif de Folin
Ciocalteu (RFC) et 1 mL de bicarbonate de sodium (Na,COj) ont été ajoutés. Lorsque le mélange donne une
coloration vert foncé, cela indique la présence des polyphénols.

Test des flavonoides

Deux millilitres (2 mL) de I’extrait de plante ont ét¢ mis dans un tube, puis 1 mL d’acide chlorhydrique et 1 mL de
bicarbonate de sodium (Na,COj) ont été ajoutés. L’ajout de 1’acide entraine 1’apparition d’une coloration foncée et
I’ajout de la base accentue la coloration.

Test des alcaloides
Les alcaloides ont été mis en évidence par le réactif de Mayer. L’ajout de quelques gouttes de ce réactif a 2 mL de la
solution d’extrait de plante entraine la formation d’un précipité rouge orangé en présence des alcaloides.

Test des composés Anthracéniques

Deux millilitres (2 mL) de I’extrait de plante ont été transférés dans un tube et 2 mL d’hydroxyle d’ammoniaque
(NH,OH) ont été ajoutés et le tube a été agité. Lorsque le mélange donne une coloration rouge, nous avons la
présence des composés anthracéniques.

Test des stérols/ terpenoides
Deux millilitres (2 mL) de I’extrait de plante ont été mis dans un tube et 2 mL d’acide sulfurique (H,SO,) ont été
ajoutés. L apparition d’un anneau rouge brun ou violet, indique la présence des stérols ou des terpénoides.

Test des hétérosides cardiotoniques

Deux millilitres (2 mL) de ’extrait de plante ont été mis dans un tube et 1 mL d’acide sulfurique et 1 mL de sulfate
ferrique ont été ajoutés. Lorsque le mélange donne une coloration brune sale, 1’extrait contient la digitoxine. Si la
coloration est rouge fluorescent, I’extrait contient la digitoxigenine. Lorsque la coloration est jaune puis vire au
rouge bleu, ’extrait contient la gitoxine et si la coloration est jaune puis vire au rouge violet I’extrait contient la
gitoxigenine.

Test des sucres réducteurs

Deux millilitres (2 mL) de I’extrait de plante ont été transférés dans un tube, puis 2 mL de liqueur de Fehling ont été
ajoutés. Le tube a été chauffé jusqu'a ébullition, puis refroidit. L apparition d’un précipité rouge brique, révele la
présence des sucres réducteurs.

Evaluation de ’activité antioxydante par la méthode de I’index

L’index d’activité antioxydant (IAA) a été déterminé par la méthode décrite par Scherer et Godoy (Scherer and
Godoy, 2009). Cette méthode est basée sur le test du 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) c'est-a-dire la capacité
a réduire le radical libre DPPH.

Pour cette étude, 1’évaluation a été réalisée pour une gamme de concentration de 1’extrait aqueux allant de 5 a 50
pg.mL™ obtenue par dilution progressive a partir d’une solution mére de 100 pg.L™. Ainsi, 100 uL de chaque
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dilution ont été mélangés avec 100 uL de DPPH. La solution de DPPH a été préparé a une concentration de 100
ug.L™" dans ’éthanol. Le mélange a été agité vigoureusement et laissé au repos a la température du laboratoire
pendant 15 minutes. Les absorbances ont été mesurées a une longueur d’onde de 517 nm a 1’aide d’un
spectrophotometre. L’acide ascorbique et I’acide gallique ont été utilisés comme références.
A4 (%) Abs(control) — Abs(Echantillon) 100
° ( Abs(control) )

AA : activité antioxydante ; Abs control : absorbance du control ; Abs extrait : absorbance de 1’extrait
Les concentrations inhibant 50% de DPPH (IC50) de I’extrait et des standards ont été déterminées en utilisant la
droite de régression linéaire. L’index d’activité antioxydant a été calculé par la formule suivante :

[DPPH]
IAA (%) = “I1C50

Selon 1’échelle d’évaluation de Scherer et Godoy (2009), I’activité antioxydante d’un extrait de plante peut étre
caractérisé par rapport a I’indice d’activité antioxydante (IAA). Elle est dite faible pour IAA<0,5, modérée pour
0,5<IAA<I, forte pour 1<IAA<2 et trés forte [AA>2.

Finale

Evaluation de I’activité antimicrobienne

Matériel microbien

Le matériel microbiologique utilisé a été fourni par le Laboratoire de Biologie Moléculaire et Cellulaire (LABMC).
Ce matériel était constitué de dix souches bactériennes isolées des feces diarrhéiques des enfants de 0-5 ans et de
quatre souches fongiques isolées des patients a I’Hopital Militaire Omar Bongo Ondimba de Libreville, tableau 1.

Tableau 1:-Les souches microbiennes

Familles Genres Especes
Enterobacteriaceae Salmonella choleraesuis
Salmonella parathyphie A
Serratia ordorifera
Klebsiella oxytoca
Shigella sonnei
Raoultella ornithinolytica
Shigella spp
Yersinia pestis
Escherichia vulneris
Escherichia coli
Saccharomycetaceae Candida spp PV
Candida albicans PV
Candida albicans
Candida spp PV

PV : préléevement vaginal

Préparation des milieux de cultures

Trois types de milieux de culture ont été utilisés respectivement pour la culture microbienne et les tests
antimicrobiens : le milieu cceur—cervelle (BHI-D), la gélose Sabouraud complémentée avec du Chloramphénicol 2
(SAB CHL-2) et la gélose Mueller Hinton (MH). Ces milieux de cultures ont été autoclavés a 121°C pendant 15
minutes.

Préparation des extraits

Cent milligrammes (100 mg) d’extraits aqueux de A. floribunda et de B. ferruginea ont été pesés et introduit dans les
tubes Eppendorf. Ces extraits ont été solubilisés avec 1 mL d’un mélange hydro-éthanolique contenant 750 uL d’eau
distillée stérile et 250 puL d’éthanol a 70%, puis vortexé avant d’étre utilisé pour les différents tests.
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Préparation des cultures microbiennes

Une a deux colonies bactériennes ont été délayées dans 8 mL de milieu BHI liquide, puis le tout a été incubé a 37°C
pendant 18 h a 24 h. Ensuite, 10 uL de cette pré-culture ont été ensemencées par la méthode de stries sur la gélose
BHI, et les boites ont été incubées a 37°C pendant 18 h a 24 h. Les colonies jeunes de 18 h & 24 h obtenues serviront
a la préparation des inocula.

Les cultures fongiques ont été effectuées par ensemencement par la méthode de stries sur gélose Sabouraud inclinée
supplémenté au Chloramphénicol 2 (SAB CHL 2-D) a partir des stocks cryoconservés, puis incubées a 37°C
pendant 18 h a 24 h.

Préparation des inocula

A partir des pré-cultures de nuit, des colonies ont été prélevées et délayées dans 5 ml de sérum physiologique. Les
inocula de turbidité 0,3 McFarland ont été préparés par mesure des densités optiques & une longueur d’onde de 625
nm a ’aide d’un spectrophotométre de type UNICO comparable a une charge bactérienne de 1x10® UFC/mL.

Détermination des activités antimicrobiennes

Les activités antimicrobiennes ont été évaluées par la méthode de diffusion dans la gélose. La gélose MH a été
ensemencée par inondation avec 2 mL des inocula microbiens (bactériens et fongiques), puis les de boftes Pétri ont
été séchées pendant 15 minutes sous la hotte & flux laminaire a la température ambiante. Ensuite, les puits ont été
réalisés dans la gélose (Alsarhan et al., 2013). Enfin, 50 pL de chaque extrait d’une concentration de 100 mg/mL ont
été déposés dans des puits de 6 mm de diametres. Les boites ont été incubées a 37°C pendant 18 h a 24 h.

Les activités antibactériennes et antifongiques ont été évaluées en mesurant, a 1’aide d’un pied a coulisse analogique
(Mitutoyo ABSOLUTE), le diamétre de la zone d’inhibition induite par les extraits, les antibiotiques et les
antifongiques. Chaque test a été réalisé 3 fois.

Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
La méthode de microdilution en milieu liquide a été utilisée pour déterminée les concentrations minimales
inhibitrice (CMI) des extraits (Yala et al., 2017).

Globalement, une gamme de dilution géométrique de raison 2 des extraits a été réalisée avec des concentrations
allant de 0,078 a 40 mg/mL. Les témoins ont été préparés en additionnant 100 pL du milieu avec de 1’eau distillée
stérile pour le témoin négatif, et la suspension bactérienne pour le témoin positif. Enfin, les microplaques ont été
filmées et incubées a 37°C pendant 18 ha 24 h.

Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide (CMB) a été déterminée a partir de la concentration minimale inhibitrice
(CMI). La CMB a été déterminée en ensemencant par étalement 100 pL des échantillons des puits ne présentant
aucune croissance visible a I’eeil nu dans les microplaques aprés 18 h a 24 h d’incubation. La plus petite
concentration qui ne laisse que 0,01 % de bactéries survivantes aprés un temps d’exposition a I’extrait de 18 ha 24 h
correspond a la CMB.

L’activité intrinséque des extraits bruts nommé a a été déterminée en fonction du rapport CMB/CMI. Aussi, si 1 < a
<2, l'effet est bactéricide et si 4< a < 16, 'effet est bactériostatique. En outre, 1’activité est dite tolérante pour toute
valeur de o >16.

Analyse statistique

Pour I’analyse statistique, le test Annova a un facteur a été utilisé pour comparer les diameétres d’inhibition observés
sur les microorganismes. Le test de student a été employé pour comparer la variabilité des activités microbiennes
(bactériennes et fongiques) selon les souches ou la plante. La réalisation de ces tests s’est effectuée a 1’aide du
logiciel R version 3.2.2 et le logiciel Excel (2013) a été utilisé pour le traitement de la base de données.

Résultats:-

Screening phytochimique des plantes

Le tableau 2 présente les grands groupes de familles chimiques contenus dans les deux extraits aqueux de plantes de
A. floribunda et de B. ferruginea. Le screening phytochimique de ces extraits aqueux révele la présence de plusieurs
familles de composés chimiques. Ce sont, les alcaloides, les tannins, les polyphénols, les flavonoides, les stérols et

336



ISSN: 2320-5407 Int. J. Adv. Res. 7(3), 331-345

les terpenes. La composition qualitative de ces métabolites dans les extraits aqueux de plantes montre des légéres
différences en fonction de la plante. Ainsi, nous notons une abondance des métabolites secondaires notamment les
polyphénols, les tannins, les saponosides, les terpenes et stérols dans les deux especes de plantes impliquées dans
cette étude. Cependant, I’extrait aqueux de A. floribunda est trés riches en saponosides tandis que ces métabolites
sont a I’état de trace dans I’extrait B. ferruginea.

Les résultats soulignent également une présence de sucres réducteurs dans I’extrait aqueux de B. ferruginea
contrairement a A. floribunda ou ces composés sont absents.

Tableau 2:-Criblage phytochimique de A. floribunda et de B. ferruginea.

Constituants chimiques Espéces
Alchornea floribunda Bridelia ferruginea
Tannins +++ ++
Polyphénols +++ +++
Flavonoides +++ +++
Alcaloides + +++
Stérols/terpénes + ++
Hétérosides ++ ++
Sucres réducteurs - ++
Saponosides +++ +
Composeés anthracéniques ++ +++
+++ : Trés abondant ++ : abondant +: a I’état de trace - : absent

Potentiel antioxydant de A. floribunda et de B. ferruginea

L’activité antiradicalaire de A. floribunda et de B. ferruginea a été évaluée en référence a celles de 1’acide gallique et
de I’acide ascorbique. A 1’analyse des résultats du tableau 3, les IC50 plus faibles sont obtenues avec les extraits
aqueux de A. floribunda et de B. ferruginea, soient respectivement 18,8909 + 0,1045 et 60,2797 + 0,0983 pg.mL™
Aussi, I’extraits aqueux de A. floribunda posséde la plus forte activité antiradicalaire (18,8909+0,1045 pg.mL™)
comparée a celle de B. ferruginea (60,2798 + 0,0983 pg.mL™).

Cependant, ces activités sont inférieures a celles de références respectivement de 1,5621 + 0,0335 ug.mL™ et 4,752
+0,0297 pg.mL™ pour I’acide ascorbique et I’acide gallique (Tableau 3).

Tableau 3:-Activité antioxydante de A. floribunda et de B. ferruginea

Extraits/Standards Equations R’ ICso (Mg.mL™)
Acide ascorbique y =1,112x + 48,263 0,3781 1,5621 + 0,0335
Acide gallique y = 1,1271x + 44,644 0,422 4,752 + 0,0297
A. floribunda y =1,2804x + 25,812 0,7353 18,8909 + 0,1045
B. ferruginea y =0,8897x - 3,631 0,8538 60,2798 + 0,0983

Pouvoir réducteur des plantes
La figure 2 montre les variations des absorbances qui traduisent le pouvoir réducteur, en fonction des concentrations
des extraits des plantes étudiées et des substances standards.

L’extrait aqueux de A. floribunda présente un grand pouvoir réducteur du radical libre 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle (DPPH) qui est supérieur & celui de B. ferruginea, et comparable a celui I’acide ascorbique et ’acide
gallique aux concentrations élevées soient : 30, 40 et 50 ug.mL™ car les absorbances des extraits aqueux de A.
floribunda et de B. ferruginea sont faibles aux petites concentrations tandis qu’a de fortes concentrations, elles
augmentent.
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Figure 2:-Pouvoir réducteur des extraits et standards.
A.F : Alchornea floribunda ; BF : Bridelia ferruginea ;

Indices d’activité antioxydant
La figure 3 présente le résultat de I’indice d’activité antioxydante (IAA) des extraits aqueux de plantes et celles des

références. Les résultats montrent que ces extraits ont les 1AA les plus faibles soient 0,5293 + 0,1045 pour A.
floribunda et 0,165 + 0,0983 pour B. ferruginea, comparativement a celles des molécules de références qui sont de
6,401 £ 0,0335 et 2,104 £ 0,0297 respectivement pour 1’acide ascorbique et 1’acide gallique. Aussi, les extraits
aqueux A. floribunda ont un meilleur indice d’activité antioxydante que celui de B. ferruginea avec 0,5293 + 0,1045
et 0,165 + 0,0983 respectivement. Les résultats soulignent également que 1’extrait de A. floribunda a une activité
antioxydante modérée tandis que celui de B. ferruginea a une faible activité antioxydante. De plus, le test de student
montre qu’il existe une différence significative sur la distribution moyenne de I’TAA selon les deux plantes étudiées

(p= 2.62.10-7<0,05).

-
Extraits/Standards

Figure 3:-Indices d'activité antioxydant des extraits et standards.
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Activité antimicrobienne

Dans cette étude, ’activité antimicrobienne a été évaluée en mesurant les diameétres d’inhibitions induits par les
deux extraits aqueux de plantes & une concentration de 100 mg.mL™ sur les souches microbiennes testées. Les
résultats obtenus sont présentés dans les tableaux 5 et 6. Les valeurs consignées sont les moyennes de trois essais.

Test de sensibilité des bactéries aux extraits aqueux de A. floribunda et de B. ferruginea
Le tableau 4 présente les valeurs des différents diametres d’inhibition (mm) de la croissance des souches
bactériennes.

Ces résultats révélent que les deux extraits aqueux de plantes testés présentent une importante inhibition de la
croissance de toutes les souches bactériennes. En effet, les diamétres d’inhibitions obtenus varient de 19,03 2,52 a
38,89 + 2,52 mm pour A. floribunda et de 20,4 + 2,52 a 42,37 £ 2,52 mm pour B. ferruginea. Les meilleures
activités inhibitrices pour les deux extraits sont obtenues avec S. sonnei (42,37 + 2,52), Shigella spp (36,41 + 2,51),
R. ornithinilytica (26,83 £ 2,89), S. choleraesuis (23,68 * 2,52). De plus, les extraits aqueux de A. floribunda et de
B. ferruginea présentent des zones d’inhibition supérieures ou égales a celles de la Gentamycine et le
Chloramphénicol utilisé comme antibiotiques de référence dans cette étude (Tableau 4).

Toutefois, I’analyse de variance a un facteur montre qu’il existe une différence significative au seuil de 5% entre les
diameétres d’inhibition des différentes bactéries étudiées (p= 3,22.10-19). Cependant, le test statistique de student

montre qu’il n’existe aucune différence entre les diamétres d’inhibition des deux plantes (p= 0,33).

Tableau 4:-Diamétres des zones d'inhibition induites par les extraits aqueux de A. floribunda et de B. ferruginea.

Extraits/ CMB/CMI (mg/mL)

Antibiotiqu ¢ s, Se. K. s, R. | Shigel | V. E. E.

es cholera | parathy | ordorif | oxytoc | sonnei | ornithini | laspp | pestis | vulner | colis
esuis phie era a lytica is

A. 2368+ | 20,2+ | 19,03+ | 24,27 | 38,89 | 26,83+ | 36,41 | 27,348 | 24,46 | 21,47
floribunda 2,52 2,52 2,52 +252 | £2,52 2,89 +251 | £252 | £252 | +2,52
B. 2368+ | 2392+ | 204+ | 249+ | 4237 | 2574+ | 36,23 | 23,62 | 24,02 | 2564
ferruginea 2,52 2,08 2,52 252 | £2,52 2,52 +252 | £252 | +252 | +2,52
Gentamycin | 26,3+ | 2567+ | 29,43+ | 26,65 | 2534 | 998+1 | 23,34 | 27,88 | 26,05 | 2547

e 1,15 1 1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
Chloramph | 93+1 | 85+1 | 34+1 | 3236 | 314+ | 321+1 | 16,86 | 31,04 | 29,85 | 32,05
énicol +1 1 +1 +1 +1 +0,98

S. choleraesuis: Salmonella choleraesuis ; S. parathyphie: Salmonella parathyphie ; Se. ordorifera: Serratia
ordorifera ; K. oxytoca: Klebsiella oxytoca ; R. ornithinilytica: Raoultella ornithinilytica ; S. sonnei: Shigella
sonnei; Y. pestis: Yersinia pestis ;E. vulneris: Escherichia vulneris ; E. coli: Escherichia coli.

Test de sensibilité des levures aux extraits aqueux de A. floribunda et de B. ferruginea

Le tableau 5 présente les valeurs des différents diameétres d’inhibition (mm) de la croissance des souches fongiques.
Ces résultats soulignent que les extraits aqueux des plantes testés présentent des diamétres d’inhibition moyens sur
la croissance de toutes les souches fongiques, car les diamétres obtenus varient de 11,1 + 2,02 a 13,04 £ 2,7 mm
pour A. floribunda et de 12,03 + 1,79 a 15,85 + 3,07 pour B. ferruginea. Les extraits aqueux de A. floribunda et B.
ferruginea présentent des zones d’inhibition supérieures a celles de la Nystatine et I’ Amphotéricine B sur toutes les
souches fongiques exceptée la souche de Candida albicans d’origine buccale. En outre, les extraits aqueux de B.
ferruginea montrent des meilleures zones d’inhibition que A. floribunda sur toutes les souches fongiques (Tableau
5).

Le test de variance Annova a un facteur montre qu’il n’existe aucune différence significative entre les quatre
souches fongiques étudiées et les diamétres d’inhibition observés, au seuil de significativité de 5 % (p= 0,37). Le
test de student montre qu’il n’existe aucune différence entre les diamétres d’inhibition des deux plantes étudiées (p=
0,07). Par ailleurs, le test de parité de TUCKEY montre qu’il n’existe toujours aucune différence significative si ’on
compare les souches fongiques deux par deux (p> 0,05).
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Tableau 5:-Diamétres des zones d'inhibitions induites par les extraits aqueux de A. floribunda et de B. ferruginea

Extraits / Antifongiques Diamétres d’inhibition (mm)
Candida spp PV Candida albicans PV Candida albicans bucal Candida spp PV
A. floribunda 11,93 +£0,24 1159 +2,96 11,1+2,08 13,04 +£27
B. ferruginea 15,85 + 3,07 12,03 +1,79 1362+13 14322
Amphotéricine B 0 0 1392+1 114 +1
Nystatine 965+1 10,351 1455+1 1351

PV : Prélévement vaginal

Concentrations minimales inhibitrices (CMI) de A. floribunda et de B. ferruginea

Les différentes concentrations minimales inhibitrices (CMI) obtenues pour chaque extrait végétal testé sont
présentées dans le tableau 6. Les valeurs consignées sont les moyennes de trois essais. Chaque extrait a des activités
variables (pouvoir inhibiteur) qui sont étroitement liées a leur composition en métabolites secondaires et de la
souche bactérienne en présence.

Ces résultats révelent que les deux extraits aqueux de plantes ont des activités inhibitrices sur toutes les souches
testées avec des CMI variant entre 0,117 + 0,039 et 5,625 + 4,375 mg. mL™. Les extraits aqueux de A. floribunda et
de B. ferruginea ont des activités antibactériennes a des faibles concentrations minimales inhibitrices (0,117 ; 0,312 ;
0,468 et 0,937 mg. mL™) sur plusieurs souches & savoir : Salmonella parathyphie, Klebsiella oxytoca, Raoultella
ornithinilytica, Shigella_sonnei, Yersinia pestis et Escherichia coli.

Tableau 6:-Concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits.

Espéces CMB/CMI (mg.mL™)
végétales Microorganismes
SC SPA SO KO SHS RO SHP YP EV EC
A. floribunda 5,312 0,937+0,3 5,625+4,3 | 0,312+ IND* 0,312+ | 0,468+0,1 0,117+0,0 IND | 0,312+
+4,687 12 75 0 0 56 39 * 0
B. ferruginea 5,312 0,937+0,3 | 5,625+4,3 IND* | 0,937+0,3 | 0,312+ | 0468+0,1 | 0,117+0,0 | IND | 0,312+
+4,687 12 75 12 0 56 39 * 0

SC: Salmonella choleraesuis ; SPA: Salmonella parathyphie ; SO: Serratia ordorifera ; KO: Klebsiella oxytoca ;
RO: Raoultella ornithinilytica ; SHS: Shigella sonnei ; SHP : Shigella sp ;YP: Yersinia pestis ;EV: Escherichia
vulneris ; EC: Escherichia coli. IND* : CMI>40 mg/MI

Concentrations minimales bactéricides (CMB)

Les résultats du tableau 7 présentent les valeurs de la concentration minimale bactéricide des extraits aqueux de
plantes sur les dix souches bactériennes. Il ressort que les concentrations minimales bactéricides sont obtenues a des
faibles doses soient: 0,234 + 0,078 ; 0,625 ; 0,937 + 0,312 ; 1,25 et 1,875 + 0,625 mg.mL™. Ces résultats sont
obtenus sur cing (5) souches a savoir : Klebsiella oxytoca, Raoultella ornithinilytica, Salmonella parathyphie,
Shigella sonnei, Yersinia pestis et Escherichia coli.

Tableau 7:-Concentration minimale bactéricide (CMB) des extraits.

Espéces CMB/CMI (mg.mL™)
végétales Microorganismes
SC SPA SO KO SHS RO SHP YP EV EC
A. floribunda 20,625 1,25 | 11,2548, | 0,625 IND* 0,937+0, | 0,625 | 0,234+0, | IND | 0,937+0,
+19,375 +0 75 +0 312 +0 078 * 312
B. ferruginea 20,625 1,25 | 11,2548, | IND* | 1,875%0, 0,625+0 0,625 | 0,234+0, | IND IND*
+19,375 +0 75 625 +0 078 *

SC: Salmonella choleraesuis ; SPA: Salmonella parathyphie ; SO: Serratia ordorifera ; KO: Klebsiella oxytoca ; RO:
Raoultella ornithinilytica ; SHS: Shigella sonnei ; SHP : Shigella sp ;YP: Yersinia pestis ;EV: Escherichia vulneris ; EC:
Escherichia coli.

Rapports CMB/CMI des extraits aqueux de A. floribunda et de B. ferruginea

Les résultats du tableau 8 font état des différents rapports CMB/CMI de A. flribunda et B. ferruginea. Ces différents
rapports obtenus varient de 1,334 a 3,882 pour les deux extraits de plantes. De maniere générale, les deux extraits
aqueux ont une activité bactéricide vis-a-vis des souches notamment Salmonella parathyphie, Serratia ordorifera,
Shigella sonnei, Klebsiella oxytoca, Shigella sp, Yersinia pestis, Raoultella ornithinilytica.
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Tableau 8:-Rapport CMB/CMI des extraits aqueux de A. florbunda et B. ferruginea

Espéces végétales CMB/CMI (mg/mL)
Microorganismes
SC SPA SO KO SHS RO SHP YP EV EC
A. floribunda 3,882 1,334 2 2,003 IND* 3,003 1,335 2 IND* 3,003
B. ferruginea 3,882 1,334 2 IND* 2,001 2,003 1,335 2 IND* IND*

SC: Salmonella choleraesuis ; SPA: Salmonella parathyphie ; SO: Serratia ordorifera ; KO: Klebsiella oxytoca ;
RO: Raoultella ornithinilytica ; SHS: Shigella sonnei ; SHP : Shigella sp ;YP: Yersinia pestis ;EV: Escherichia
vulneris ; EC: Escherichia coli. ; IND* : CMB>40 mg.mL™

Discussion:-
Le but de ce travail était d’évaluer les activités biologiques des extraits aqueux de deux plantes (A. floribunda et B.
ferruginea).

Les résultats du screening phytochimique ont révélé une abondance de tannins, de stérols, des saponosides, des
terpenoides, des polyphénols, des flavonoides, des composés anthracéniques, des anthocyanes, des hétérosides et des
alcaloides dans les plantes (tableau 2). Ces molécules sont des métabolites secondaires qui conférent aux plantes
leurs activités antibactériennes, antifongiques, antiparasitaires, antivirales et antioxydantes (Merghache, Boucherit,
and Boucherit, 2012). Les résultats obtenus sont similaires a ceux de Nsi Akoué et al. (Nsi AKoué et al., 2013) qui
ont montré que Agelaea pentagyna et Dialium dinklagei, plantes consommeées par les mandrills (Mandrillus sphinx)
du parc de la Lekédi ont une richesse en métabolites secondaires notamment les flavonols, les flavones, les
triterpénes et les coumarines intervenant dans le stress oxydatif.

Le stress oxydatif est directement ou indirectement responsable de nombreuses maladies qui affectent fortement la
santé humaine. La présence en excés des espéces réactives de I’oxygene (ERO) consécutive au métabolisme aérobie
chez les mammiféres, provoqué par un déséquilibre dans 1’organisme, entre les processus d’oxydation et de défense
antioxydante (Eyi Mintsa, 2017), engendre le stress oxydatif qui est une des causes majeures des affections telles
que les maladies metaboliques, les cancers, les maladies neurodégénératives, les processus de vieillissement
tissulaires (Bidié et al., 2008). Un apport en molécules bioactives a effets antioxydants par la consommation des
fruits et légumes et le recours aux plantes, devient une alternative pour pallier au déficit des mesures endogenes de
défense antioxydante (Cardona et al., 2013; Lahouel et al., 2004; Pincemail et al., 2007; Shoji et al., 2004).

Les résultats issus de 1’évaluation de I’activité antioxydante et antiradicalaire montrent que I’extrait aqueux de A.
floribunda a une activité antioxydante modérée tandis que celui de B. ferruginea est faible en référence a 1’échelle
d’évaluation de I’activité antioxydante de Scherer and Godoy (2009). De plus, le test de student montre qu’il existe
une différence significative sur la distribution moyenne de I’'ITAA selon les deux plantes étudiées (p= 2.62.10-
7<0,05).

En effet, la capacité d’une molécule a piéger les radicaux libres est liée a ces composés chimiques qui auraient la
capacité de céder facilement un électron ou un proton. Les études de Zongo et al. (Zongo et al., 2010) ont montré
que les composés phénoliques ont une relative facilitée a céder un électron ou un proton pour piéger les radicaux
libres comme les ERO.

Les plantes qui font ’objet de cette étude pourraient étre introduites comme complément alimentaire dans
I’alimentation humaine, car les molécules a pouvoir antioxydant sont fortement recommandées dans la mesure ou
elles renforceraient le systéme de défense antioxydant et permettraient ainsi de lutter contre les affections liées a
I’dge et aux désordres métaboliques comme le cancer, les maladies cardiovasculaires et les maladies
neurodégénératives (Hsu, Chan, and Chang, 2007; Li et al., 2008).

Par ailleurs, les résultats de ’activité antibactérienne et antifongique des extraits aqueux de A. floribunda et de B.
ferruginea (tableaux 5 et 6) montrent que ces plantes inhibent le développement de toutes les souches microbiennes
testées.

La forte inhibition de la croissance des bactériens responsables des diarrhées pourrait s’expliquer par les résultats du
criblage phytochimique des plantes (tableau 2), qui révéle la présence abondante des métabolites secondaires tels
que : les tannins, les alcaloides, les flavonoides, les composés terpéniques et les polyphénols dans les deux extraits
analysés (Merghache, Boucherit, and Boucherit, 2012). Assurément, les composés tels que les alcaloides, les
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flavonoides, les polyphénols, les tannins, les stérols, les anthraquinones sont dotés des propriétés antibactériennes et
antifongiques (Moroh et al., 2008; Tene et al, 2009). Les différentes classes de flavonoides (flavonols, flavones) et
des tannins (gallique, catéchine) isolées au niveau des feuilles et des écorces de A. floribunda ont montré une
activité antibactérienne in vivo contre Staphylococus aureus et Escherichia coli (Okoye et al., 2014). Aussi, cette
activité trouverait son origine par le mécanisme d’action des phytomolécules qui agiraient probablement par
destruction des membranes externes et internes des bactéries (Falconer and Brown, 2009). Elles peuvent également
agir par d’autres mécanismes car il a été démontré que les métabolites secondaires impliqueraient divers
mécanismes d’action qui différeraient de ceux des molécules d’antibiotiques conventionnelles (Falconer and Brown,
2009; Tene et al., 2009; Yala et al., 2017).

De méme, les résultats montrent également que les extraits aqueux de A. floribunda et de B. ferruginea ont des
activités antifongiques sur toutes les souches de Candida. Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de
Batawila (Batawila, 2002), qui a montré que les extraits aqueux d’écorces de tronc de Pteleopsis. suberosa inhibent
significativement C. albicans, Microsporum gypseum, Epidermophyton floccosum, Trichophyton mentagrophytes et
Tricophyton rubrum. L’inhibition de la croissance pourrait se traduire par la présence des composés chimiques tels
que : les tannins, les terpénes, les flavonoides et les polyphénols (tableau 2). En effet, les terpénoides, les tannins
sont connus comme des molécules douées de propriétés antifongiques (Merghache, Boucherit, and Boucherit, 2012).
Les travaux de Ochi et al. (Ochi et al., 2015) ont montré que les tannins catéchiques et les tannins galliques présents
dans les feuilles et les racines de A. floribunda avaient des activités antifongiques notamment sur Candida albicans.
De plus, Kporou Kouassi et al. (Kporou Kouassi et al., 2009) ont révélé que 1’extrait possédant uniquement les
stérols et les triterpénes présentait une meilleure activité antifongique. Candida albicans est le principal agent
pathogéne des candidose buccales et vaginales, 1’'usage naturelle de ces plantes comme agents alternatifs pour le
contrdle des infections fongiques serait une alternative intéressante (Kamurthy et al., 2016).

Cependant, 1’activité antifongique obtenue dans cette étude est moins importante que celle des bactéries. Cette
différence pourrait probablement étre due a la différence des mécanismes d’action des phytomolécules sur les deux
types de microorganismes qui ont fait ’objet de cette étude. Effectivement, les diamétres d’inhibitions moyens
observés sur les levures pourraient s’expliquer par la faible concentration cytoplasmique ou la faible affinité des
phytomolécules pour leur cible dans le cytoplasme des souches de Candida (Guillot and Dannaoui, 2015). Aussi, la
facilité avec laquelle Candida albicans peut changer de phénotype serait en relation avec sa résistance aux
antifongiques (Yang et al., 2005) et probablement la diminution de I’activité antifongiques de ces extraits. Ce
mécanisme serait la source de 1’émergence des souches C. albicans résistantes aux antifongiques usuels et rend
difficiles leurs éradications.

Enfin, les résultats de 1’activité antibactérienne des extraits aqueux de A. floribunda et B. ferruginea ont permis de
déterminer la CMI, la CMB et le rapport o CMB/CMI, qui a permis de donner le profil de sensibilité des extraits vis-
a-vis des souches bactériennes. Les faibles concentrations minimales inhibitrices et bactéricides suggerent que les
extraits aqueux de A. floribunda et de B. ferruginea ont une activité bactéricide sur toutes les souches bactériennes
testées.

Bien que ces souches microbiennes soient reconnues comme étant résistantes a plusieurs antibiotiques et
antifongiques, les résultats de ’activité antibactérienne et antifongique suggérent que les extraits aqueux de A.
floribunda et de B. ferruginea constitueraient un moyen préventif ou de lutte contre les affections microbiennes. Ces
résultats justifient les usages pharmacologiques des plantes A. floribunda et de B. ferruginea par les populations
indigenes en médecine traditionnelle a des fins thérapeutiques comme antibactériens, antifongiques et
antiparasitaires (Musuyu Muganza et al., 2012; Ondo, 2011).

Conclusion:-
Cette étude avait pour objectif d’évaluer les activités biologiques et pharmacologiques de A. floribunda et B.
ferruginea.

Le criblage phytochimique de ces extraits aqueux de plantes a montré une abondance en métabolites secondaires :
les tanins, les saponosides, les flavonaoides, les alcaloides, les polyphénols et les stérols qui ont des propriétés
pharmacologiques (antibactériennes, antifongiques, antioxydantes, antivirales et antiparasitaires). Elles possédent
également un potentiel antioxydant modeéré pour A. floribunda et faible pouvoir antioxydant pour B. ferruginea.
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Les résultats des activités antimicrobiennes ont révélé un important pouvoir antimicrobien sur toutes les souches
testées. Une importante activité antibactérienne a été trouvée sur toutes les souches bactériennes isolées des
diarrhées infantiles. Les souches les plus sensibles étant S. sonnei et Shigella spp qui sont des enteropathogénes
diarrhéiques. Une remarquable activité antifongique a été observée vis-a-vis des champignons, mais les plus
sensibles étaient Candida albicans bucal et Candida spp PV.

Ainsi, ces plantes pourraient étre une nouvelle source de substances dotées d’activités biologiques pour des usages
thérapeutiques afin de pallier au phénomene de résistance que pose certaines pathologies, tant sur le plan
métabolique, parasitaire que microbien.

Bien qu’encourageant, nos résultats restent préliminaires et nécessitent d’étre approfondies, notamment pour
déterminer :

1. Le potentiel nutritif de ces plantes ;

2. Les mécanismes d’action des différentes molécules contenues dans ces extraits ;

3. Latoxicité de ces deux plantes.
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