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Résumeé

Le stress oxydatif et la résistance des microorganismes pathogénes aux antibiotiques sont préoccupante au
monde entier, pour cela les chercheurs ont essayé de s’enfuir vers le monde végétal pour trouver de nouveaux
meédicaments.

Les plantes médicinales sont utilisées depuis longtemps dans le processus de stress oxydatif et la lutte contre les
maladies infectieuses. Dans le cadre de la recherche de nouveaux composés d’origine végétale ayant des activités
antimicrobiennes et antioxydantes, nous avons choisi trois plantes, a savoir : Atractylis humilis L., Eryngium
maritimum L. et Salvadora persica Garcin., aprés une enquéte ethnobotanique aupreés des tradithérapeutes.

Dans notre étude, les réactions de caractérisation d’Atractylis humilis nous ont permis de détecter la présence
des flavonoides, des saponosides, des cardénolides, des tannins catéchiques et des tannins galliques aussi bien dans les
racines que dans les feuilles. Cependant, on a révélé I’absence des alcaloides, des coumarines, des flavones aglycones,
des triterpenes et stérols, des quinones libres et des polyuronides. Le rendement de I’extraction des saponosides des
racines est important, de I’ordre de 2,5%. Cet extrait était efficace contre les bactéries : Bacillus cereus et Escherichia
coli (10 mm a 2 mg/ml et 8 mm a 1,5 mg/ml). La CCM de I’extrait des saponines des racines nous a permis de séparer
14 composés en utilisant le systtme BAW sur un support en cellulose. L’analyse chromatographique a permis de
caractériser un constituant qui est probablement la diosgénine.

En ce qui concerne Eryngium maritimum, la teneur en phénols totaux et en flavonoides était plus élevée dans
I'extrait acétonique (55,80 + 2,75 mg EP/g ES ; 1,505 + 0,013 mg ER/g ES) que dans I'extrait méthanolique (46,72 +
4,69 mg EP/g ES, 1,138 + 0,016 mg ER/g ES). On a observé un piégeage des radicaux libres et une réduction du fer
plus élevé de I’extrait butanolique avec ECsy (0,0104 £ 0,0004 mg/ml et 0,1139 + 0,0112 mg/ml, respectivement). Les
résultats de I'activité antibactérienne ont prouvé que Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus
et Bacillus cereus ont été inhibées par tous les extraits. Ainsi, seulement 1’extrait méthanolique et 1’extrait butanolique
avait une activité inhibitrice contre Pseudomonas aeruginosa. Le test du pouvoir antifongique a révélé que I'extrait
d'acétate éthylique a indiqué une activité la plus importante contre tous les myceétes testées particuliérement, contre
Aspergillus flavus (10 mm a 50 mg/ml).

Concernant Salvadora persica, le dosage des composés phénoliques a montré des taux plus élevés en phénols
totaux, en tannins et en flavonoides dans les feuilles (67,32 + 0,17 mg EP/g ES, 39,31 + 3,81 mg EP/g ES et 0,47 +
0,00 mg ER/g ES). L’estimation du pouvoir antioxydant par les tests de DPPH et de FRAP a montré que l'extrait
d'acétate éthylique des feuilles a une activité la plus importante avec une valeur ECs, (11,8 + 0,07 pug/ml et 480 + 6
ug/ml) respectivement. Au contraire de l'activité antioxydante, l'activité antibactérienne la plus remarquable de
I'extrait de Salvadora persica a été observée avec I'extrait des alcaloides des tiges contre Bacillus cereus (17 mm a 20

mg/ml).

Mots clés : Atractylis humilis, Eryngium maritimum, Salvadora persica, étude phytochimique, activité antioxydante,

pouvoir antimicrobien, CCM.



Abstract

The oxidative stress and the resistance of the pathogenic microorganisms to antibiotics are worrying in
whole world, for it the researchers tried to run away the vegetable world to find new drugs.

Medicinal plants are used for a long time in the process of oxidative stress and the fight against the
infectious diseases. Within the framework of new compounds from vegetable having antimicrobial and
antioxidant activities, we chose three plants (Atractylis humilis L., Eryngium maritimum L. and Salvadora
persica Gracin.) after an ethnobotanic investigation with tradipractitioners.

In our study, the phytochemical analysis of leaves and roots of Atractylis humilis revealed the presence
of flavonoids, saponins, tannins, cardiac glycoside. However, we revealed the absence of alkaloids,
coumarins, flavones aglycones, triterpenes and sterols, quinones and polyuronides. The saponin’s yielding
extraction of roots is important with 2,5%. This extract was effective against bacteria: Bacillus cereus and
Escherichia coli (10 mm at 2 mg/ml and 8 mm at 1,5 mg/ml). The TLC of saponin’s extract of roots allowed
us to separate 14 spots by using the BAW systems on a support in cellulose. The chromatographic analysis
allowed to characterize one constituent which is probably diosgenin.

As far as this is concerned Eryngium maritimum, the amount of total phenolic and flavonoid content
was higher in acetone extract (55,80 = 2,75 mg PE/g DW ; 1,505 + 0,013 mg RE/g DW) than methanol
extract (46,72 + 4,69 mg PE/g DW, 1,138 £ 0,016 mg RE/g DW). Higher Free Radical Scavenging and Iron
Reducing Power were observed with butanol extract, ECsy (0,0104 £ 0,0004 mg /ml ; 0,1139 + 0,0112
mg/ml). Results of antibacterial activity showed that Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus and Bacillus cereus were inhibited by all the extracts. Thus, only methanol and
butanol extract was active against Pseudomonas aeruginosa. The test of antifungal capacity showed that
ethyl acetate extract revealed the strongest activity against all the test fungi specially, toward Aspergillus
flavus (10 mm at 50 mg/ml).

In this study, Salvadora persica results’ showed higher levels of total phenolic, tannin and flavonoid
content in leaves (67,32 + 0,17 and 39,31 + 3,81 mg PE/g DW and 0,47 + 0,00 mg RE/g DW). The
Estimation of antioxidant capacity with DPPH and FRAP showed that the leaves ethyl acetate extract has the
higher activity (ECsp, 11,8 £ 0,07 ug/ml and 480 + 6 pg/ml respectively). On the contrary of antioxidant
activity, the strongest antibacterial activity of Salvadora persica extract was exhibited by the alkaloids

extract of stems against Bacillus cereus (17 mm at 20 mg/ml).

Key words: Atractylis humilis, Eryngium maritimum and Salvadora persica, phytochemical study,
antioxidant activity, antimicrobial power, TLC.
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Malgré [D’arsenal thérapeutique existant au cours des dernieres décennies, les traitements
médicamenteux restent insuffisants face aux maladies, telles que les infections d’origine bactérienne ou
fongique et les pathologies liées au stress oxydatif.

Dans le domaine des anti-infectieux, la découverte de nouvelles substances est le but de I'nhomme
depuis toujours, car la cause principale des déces autrefois était les maladies infectieuses, malgré les
excellentes défenses contre l'infection dont est pourvu le corps humain (Stanier et al., 1966).

Ainsi, les infections microbiennes autrefois qualifiées de banales, sont maintenant classees parmi les
infections graves pouvant engendrer un taux élevé de mortalité et de morbidité chez les immunodéprimés et
les diabétiques (Obame Engonga, 2009).

En plus des maladies infectieuses, le stress oxydatif occupe une place importante en domaine de
recherche. Il a été incriminé ces deux derniéres décennies comme étant la cause insidieuse principale dans la
genése de diverses pathologies: maladies neurodégénératives (Parkinson, Alzheimer), cancer,
athérosclérose, cataractes, vieillissement accéleré, arthrite rhumatoide, diabéte (Laroche, 2005).

Le moyen efficace pour lutter contre le stress oxydatif est 1’utilisation des antioxydants. De nos jours,
il y a un intérét croissant pour la mesure et I’utilisation des antioxydants d’origine végétale pour la recherche
scientifique (Ksouri et al., 2009).

Pendant longtemps, les plantes médicinales ont été une source inépuisable de médicaments pours les
tradipraticiens pour guérir certaines pathologies souvent mortelles sans savoir a quoi étaient dues leurs
actions bénéfiques (Djahara, 2014).

En effet les plantes représentent une immense source des chimiodiversité, avec souvent des structures
trés originales, 1’extraction bruts, naturels de ces composés et I’isolation a partir d'especes de plantes
utilisées en médecine traditionnelle peuvent étre des ressources prolifiques de nouveaux médicaments a
action antimicrobienne ou antioxydante (Karmakar et al., 2011 ; Djahara, 2014).

Comparée aux autres continents, la flore de I’ Afrique qui a vu naitre le premier hominidé de 1univers
terrestre, semble connaitre un frémissement moindre. Pourtant, cette derniére constitue une formidable
source d’étude de milliers d’especes végétales dont nombreuses sont encore inexploitées (Aberkane, 2006).

L'Algérie est le dixieme plus grand pays dans le monde et le premier plus grand en Afrique. Il se
prolonge au-dessus d'une aire de 2.381.741 km?, dont plus de 85% est le Sahara et le désert subsaharien avec
des précipitations Iégerement moins de 150 mm par an. Le pays offre une mosaique de systémes écologiques
décrits par l'interpénétration des éléments climatiques tropicaux, sahariens et méditerranéens démontrant des
ressources biologiques riches et diverses (Boukhalfa, 2003 ; Statistique mondial, 2014).

L’Algérie, pays connu pour ses ressources naturelles, dispose d’une flore singulierement riche et

variée. Son potentiel de plantes médicinales comporte des milliers d’espéces présentant divers intéréts et
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constituent un axe de recherche scientifique et plus particulierement dans le domaine des substances
naturelles (Aberkane, 2006).

Alors, le territoire algérien offre un espace qui reste vierge vu les conditions climatiques diverses qui
conditionnent le métabolisme des plantes qui peut engendrer des produits jamais découvert sous d'autres
cieux (Nacer, 2008).

Notre laboratoire et particulierement notre équipe s’intéresse a la phytochimie et aussi aux activités
biologiques (antioxydante, antimicrobienne et anti-inflammatoire) des extraits végétaux de plantes
médicinales dans le but d’élargir les perspectives de valorisation de produits naturels (Bendimered et al.,
2007 ; Bekkara Atik et al ., 2008 ; Bekhechi et al., 2012).

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés aux trois plantes, a savoir : Salvadora persica, une
espéce non exploité en Algérie, Eryngium maritimum qui est utilisée fréquemment en médecine
traditionnelle locale et non exploitée et enfin, Atractylis humilis une espéce non connue en phytothérapie
mondiale et non exploitée par les phytochimistes.

C’est en tenant compte de cet aspect que la présente étude est menée. Donc, cette thése est partagée en
3 parties :

La premiére partie est essentiellement consacrée aux données bibliographiques.

Elle traite en premier chapitre les plantes médicinales : on commence par la propriété médicinale des
plantes, ensuite 1’historique de leur utilisation depuis des siécles jusqu’a ce jour et on termine par 1’étude
phytochimique des extraits de ces plantes.

Le deuxieéme chapitre est consacré aux antioxydants : les principales définitions sur le stress oxydatif
et les antioxydants, les sources d’antioxydants et le principe des techniques d’évaluation de I’activité
antioxydante in vitro utilisées durant nos expérimentations.

Le troisiéme chapitre concerne les agents antimicrobiens : 1’essentiel sur le monde microbien et
I’infection microbienne, la description des espéces microbiennes utilisées durant nos expérimentations et les
moyens de lutte contre ces germes (les antibiotiques, les antifongiques et les antimicrobiens d’origine
végétale).

Alors que le dernier chapitre présente une connaissance détaillée des trois plantes médicinales choisies
(Atractylis humilis, Eryngium maritimum et Salvadora persica) : la classification, la description botanique,
I’usage thérapeutique et les travaux antérieurs.

La deuxiéme partie comporte la section expérimentale. Au préalable, un travail de terrain est effectué
dont le but consiste a mener une enquéte ethnobotanique aupres des tradithérapeutes. Cette enquéte, nous a
aidé a choisir les plantes a étudier (Atractylis humilis, Eryngium maritimum et Salvadora persica). La
sélection de ces plantes est basé sur plusieurs critéres (1’utilisation traditionnelle, la bibliographie, la
fréquence d’utilisation par la population de la région, I’intérét économique, I’abondance et le degré de
toxicite).

Ensuite, en deuxiéme chapitre, on commence par la collection du matériel végetal.
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Par ailleurs, on passe a I’extraction des composés chimiques afin de faire une analyse quantitative et
qualitative de notre matériel végétal. En premier lieu, on présente les méthodes utilisées pour la
caractérisation phytochimique d’Atractylis humilis. Puis, on passe aux différents dosages des composés
phénoliques des espéces (Eryngium maritimum et Salvadora persica). Enfin, on termine ce chapitre par les
extractions sélectives : les flavonoides des racines d’Eryngium maritimum ; les flavonoides et les alcaloides
des feuilles et des tiges de Salvadora persica ; des saponosides des racines d’Atractylis humilis.

Le troisiéme chapitre est consacré a 1’étude des activités biologiques: les tests des activités
antioxydantes FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma) et DPPH (2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyle) pour
les extraits d’Eryngium maritimum et Salvadora persica ; les tests des activités antifongiques des extraits
d’Eryngium maritimum ; les tests des activités antibactériennes des extraits d’Atractylis humilis, d’Eryngium
maritimum et Salvadora persica.

Le quatriéme chapitre est destiné pour la séparation chromatographique par CCM des saponines des
racines d’Atractylis humilis.

La troisieme partie regroupe les principaux résultats et leur discussion. Enfin, le manuscrit se terminera

par une conclusion générale avec nos recommandations sur les travaux futurs.
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Chapitre 1 : Les plantes médicinales

1-Proprietés médicinales des plantes

La plupart des moyens découverts par I’homme, dés son apparition, pour se soigner et remédier a ses
maux sont d’origine végétale. Depuis I’antiquité, les hommes pour traiter les problémes de santé, utilisérent
les ressources presentes dans leur environnement naturel. Les plantes tinrent une place trés importante qui ne
s’est jamais démentie (Aberkane, 2006).

Une plante médicinale est une plante dont un des organes posséde des vertus curatives et méme
toxiques parfois, selon son dosage, dont la plupart des especes végétales qui poussent dans le monde entier
possedent des vertus thérapeutiques. En Chine, au Mexique, a Cuba, en Egypte, au Ghana, en Inde, en
Mongolie, les plantes médicinales sont cultivees de maniere intensive. Les médecins mais aussi les
praticiens traditionnels, les prescrivent. De méme, divers types de traitement sont apparus pour répondre aux
besoins différenciés des populations (Andrew, 2001 ; Aberkane, 2006).

Le traitement par ces plantes ou bien la phytothérapie se fait par la consommation ou I’utilisation en
voie externe, de produits préparés a partir des plantes traitées de maniere trés sommaire : mélangée a de
I’eau par infusion, décoction ou macération sans passer par une ¢tape de sélection des molécules ; ce n’est
pas seulement le principe actif qui est consommeé, mais tout ce que contient la plante. Le hasard est toute
I’attention accordée a I’observation ont permis peu a peu de découvrir de nombreuses vertus aux plantes :
adoucissantes, antiseptiques, dépuratives, cardiotoniques (Andrew, 2001 ; Aberkane, 2006).

En général, le corps humain est bien mieux adapté a un traitement a base de plante qu’a une
thérapeutique exclusivement chimique. L’homme et les plantes vivent cote a cote depuis des dizaines de
milliers d’années. Il est habitué a consommer et a digérer différentes especes de plantes, qui sont bien
souvent appréciées pour leurs qualités aussi bien médicinales que nutritives. La ligne de démarcation entre
les propriétés nutritives et les propriétés curatives n’est pas toujours tres nette (Andrew, 2001).

S’il est capital de maitriser ’action des différents principes pris isolément, la phytothérapie, a la
différence de la médecine classique, recommande d’utiliser la plante entiere plutdt que des extraits obtenus
en laboratoire. Disséquer une plante médicinale pour isoler ses principes actifs ne suffit pas pour expliquer
comment elle agit. Une plante entiere est plus efficace que la somme de ses composants. Ainsi, des
chercheurs ont démontré que les principes actifs de nombreux végétaux agissent de maniére complexe et
combinée pour produire un effet thérapeutique global. Les plantes contiennent des centaines, voire des
milliers de substances chimiques actives (Andrew, 2001).

Malgré le développement phénoménal de I’industrie pharmaceutique et chimique, 1’intérét populaire
pour la médecine par les plantes n’a jamais cessé d’évoluer. Les plus grandes firmes pharmaceutiques savent
que les foréts tropicales, les champs et les haies abritent des sources potentielles de médicaments précieux.
Elles investissent d’importants capitaux pour trouver de nouvelles substances chimiques afin de les

commercialiser. La recherche dans ce domaine devient automatique (Andrew, 2001).
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2-Historique

Depuis la plus haute antiquité, ’homme dés son apparition, s’oriente rapidement vers le monde
végétal omniprésent autour de lui pour se soigner et remédier a ses maux. Qu’est ce qui les a guidés a
employer une plante plutét qu’une autre ? Le hasard ? La religion ? La superstition ? L’expérience,
certainement. Plusieurs théoriciens ont entrepris d’expliquer I’action des plantes sur 1’organisme (Andrew,
2001 ; Aberkane, 2006).

Dés 3 000 avant J.C. la civilisation s’est épanouie en Egypte, au Moyen-Orient, en Inde et en Chine et
I’utilisation des plantes est devenue plus €élaborée. Les égyptiens furent parmi les premiers hommes qui ont
enregistré sur leur papyrus leurs connaissances sur les vertus des plantes médicinales, ils faisaient appel a
quelques 400 drogues dont la majorité était d’origine végétale. Le premier recueil consacré aux plantes
médicinales, le papyrus égyptien Ebers, que 1’on fait remonter a 1 500 avant J.C., est le plus ancien exemple
encore conservé. Il dresse I’inventaire d’une douzaine de plantes médicinales, avec leurs modes
d’utilisations, incantations et sorts (Andrew, 2001 ; Ahmim, 2008).

Les babyloniens eux, nous ont laissé des tablettes d’argiles cuites portant des listes de drogues
soigneusement établies, les substances utilisées entre le Tigre et I’Euphrate, étaient presque les mémes que
celles des égyptiens, et les habitants de Babylone utilisaient plus de 64 especes de plantes médicinales qu’ils
cultivaient (Ahmim, 2008).

En Inde, les plus anciens documents religieux indous (Vagbhata et Rigveda) datant du 2iéme

millénaire
avant J. C, nous montrent que les indous ne donnaient la tiche de récolte des plantes médicinales qu’aux
hommes de culte, pieux, et aussi la récolte doit se faire a jeun et dans des endroits difficiles d’acces (Ahmim,
2008).

Les chinois, voisin des indous, mentionnérent dans leur ancien manuel de médecine intitulé « Ts’ao
Kang Mou » que certaines plantes peuvent guérir des maladies allant de la stérilité jusqu’au cancer, et
qu’elles peuvent jouer un rdle important dans le rajeunissement de I’étre humain. Le Shen’nong Bencaojing,
écrit au 1" siécle apreés J.C., recense 252 plantes médicinales (Andrew, 2001 ; Ahmim, 2008).

Dans I’antiquité gréco-romaine, Hippocrate (460 avant J.C-377 avant J.C) grand médecin de
I’antiquité fut appelé pere de la médecine a écrit beaucoup d’ouvrages. Mais, il a fallu attendre la conquéte
d’Alexandre le Grand (356 avant J.C-323 avant J.C) pour que la phytothérapie grecque s’enrichisse de plus
en plus des connaissances de l’extréme orient aprés avoir hérité des connaissances égyptiennes et
babyloniennes. Théophraste (372 avant J.C-278 avant J.C) a écrit le premier traité grec de botanique (De
Historia Des Plantes). En 1" siécle aprés J.C., le médecin grec Dioscoride a rédigé le premier herbier en
Europe (De materiamedica). Cet ouvrage, qui recense environ 600 plantes, a eu une influence considérable
sur la médecine occidentale. 1l reste la référence principale en Europe jusqu’au 17" siecle (Andrew, 2001 ;
Ahmim, 2008).

Galien (200 avant J.C-131 avant J.C), médecin personnel de I’empereur romain Marc Auréle, eut
¢galement beaucoup d’influence. Le romain Pline 1I’Ancien (23 aprés J.C-79 apreés J.C), a la fois amiral,

écrivain et naturaliste, a écrit une Histoire Naturelle en 37 volumes (Andrew, 2001).
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Chez le monde arabe, il a fallu attendre la révélation d’islam en 6"™ siécle pour que la science prenne
son essor dont la médecine et la phytothérapie. Aprés la chute des empires romains et perses, les musulmans
héritérent des connaissances accumulées dans ’extréme orient et dans la méditerranée, et ¢’est durant cette
période que beaucoup de livres ont été traduits du grec, du latin et du perse (Ahmim, 2008).

En plus, grace a leurs contacts avec les traditions chinoises et hindoues, les arabes ont largement
développé leurs connaissances médicales et pharmaceutiques. 1ls mélangeaient les plantes pour en accroitre
les effets et en améliorer le godt (Andrew, 2001). Parmi ces savants qui ont préservé et développé les acquis
de la phytothérapie des anciennes civilisations on cite :

+ Abou Bakr El Razi (865-925), qui parmi ses écrits les plus importants, le livre (El Haoui fi tib) qui
fat un reécapitulatif de toutes les connaissances depuis Hippocrate et les résultats de ces expériences
et ces observations (Ahmim, 2008).

+ Abu Ali Ibn Sina (980-1037), qui dés I’Age de 17 ans s’adonna a la médecine, et il écrivit son célébre
livre intitulé (El Kanoun fi Tib) qui servit de base a I’enseignement de la médecine en Europe
jusqu’au 17" siecle. 11 y introduisit les propriétés et ’emploi de plus de 811 plantes médicinales

expérimentées par sa propre personne. Avicenne fut le premier a rédiger une nomenclature
exhaustive (a I’époque) des plantes médicinales (Andrew, 2001 ; Ahmim, 2008 ; Pourmazaheri,
2012).

+ Abol Ghassem Khalaf ibn al-Abbas al-Zahravi connu sous le nom d’Abulcasis (936-1013) compte
¢galement parmi les médecins de renommés de 1’époque. Contemporain d’Avicenne, il apporta sa
contribution aux études médicales dans 1’Andalousie. Son ceuvre majeure (Al-Tasrif) est constituée
de 30 articles dont 29 sont consacrés aux différentes maladies et a leur traitement a 1’aide des herbes
médicinales, notamment a base d’épices et de plantes aromatiques rares (Pourmazaheri, 2012).

+ Ibn Abi Hajla El Tilimcgani (1375), il est né a Tlemcen ou il a grandi et fait ses études. Il a laissé au
moins un livre : La médecine traditionnelle dans la lutte contre la peste (FNPSDR, 2012).

+ Abou Ishak Ibrahim Ibn Ahmed Et Thaghri Et Tilimcani vécu au 14™™ siécle. Il a écrit un
dictionnaire médical qui classe par ordre alphabétique les plantes médicinales en usage chez les
anciens auxquelles, il a ajouté des données propres sur les médicaments les plus répandus a son
époque. Bien que de nombreux médicaments soient mentionnés dans leur nom d’origine, I’intérét de
ce livre est qu’il cite le médicament et donne ses indications. Ce manuscrit existe a la bibliothéque
nationale d’Alger (FNPSDR, 2012).

+ Abderezak Ibn Hamadouche El Djazairi né a Alger (1695-1785). Parmi les ouvrages qu’il a écrit, on
peut citer : Kechf Erroumouz Fi Bayane el Aachab (secret des plantes) ou 1’on peut noter sa parfaite
connaissance des plantes médicinales de 1’époque. El Jawhar El Makknoun Min Bahr El Kanoun,
important ouvrage en quatre tomes ou il traite des poisons, des maladies, des plantes et des drogues

médicinales (Abid, 2006 ; FNPSDR, 2012).
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Gréace a ces savants, on fonda de leur vivant un hopital bien fourni en ouvrage de références
médicinales et médicales, une salle d’enseignement, une pharmacie. Tandis qu’en Occident, a la méme
époque, ils continuaient a vivre plus ou moins sous le régime de la sorcellerie et de la magie (Pourmazaheri,
2012).

C’est qu’au début du moyen age, que les érudits européens assimilent progressivement les lecons de la
médecine arabe et ils prirent le relais suite a I’autorité des arabes et des musulmans sur la médecine jusqu’au
18°™ siécle (Andrew, 2001 ; Ahmim, 2008). C’est grice a Paracelse (1493-1541) que I’herboristerie se
transforma en pharmacie ou les plantes médicinales servaient de base aux préparations des médicaments
(Ahmim, 2008). Aussi, le professeur suisse Alexandre Wilhem Oswald Tschirch (1856-1969) qui avec son
manuel de pharmacognosie (Handbuch de pharmacognosie) que la discipline de 1’étude des plantes
médicinales ft reconnue comme science a part entiere (Ahmim, 2008).

La mise au point de nouveaux médicaments artificiels ou extraits de plantes médicinales en laboratoire
rappelle le début du 19*™ siécle, lorsque les chimistes isolent des composants tel que la morphine & partir du
pavot, ou la cocaine a partir du coca. Dés lors, les chimistes réussissent a déterminer comment les substances
chimiques extraites des plantes agissent sur 1’organisme et a comprendre le fonctionnement du corps
(Andrew, 2001).

C’est alors que les chimistes ont réussi a isoler les principes actifs de certaines plantes importantes
poursuivant leurs recherches, au début du 20™™ siécle, ils ont fabriqué des molécules synthétiques.
Désormais, croyait-on, ils allaient prescrire exclusivement des médicaments issus des cornues, les plantes ne
servant plus que de réserves a molécules chimiques utiles (Andrew, 2001).

La notion de principe actif des plantes permet & la chimie de dominer le 21"*™ siécle par les multiples
travaux entrepris consistant a leur isolation. Les principes actifs, plus efficaces, plus faciles a doser sont
préférés a I’ensemble de la plante dont I’efficacité est plus difficile a obtenir. Plus de 22 000 plantes
médicinales sont répertoriées par I’organisation mondiale de la sant¢ (O.M.S) mais seules certaines sont
couramment exploitées aujourd’hui. Elles possédent toutes une activité pharmacologique reconnue.
L’Afrique possede a elle seul pres de 65% des espéces végétales angiospermes recensées sur I’ensemble de
la planete (Aberkane, 2006).

De nos jours presque toutes les substances peuvent étre synthétisées, mais les expériences ont montré
que certaines composantes chimiques reconnues des plantes ne peuvent pas toujours étre reproduites, c’est

ainsi que nous pouvons dire que la phytothérapie joue un réle tres important (Ahmim, 2008).
3-Etude phytochimique des extraits des plantes
3-1-Introduction
Les plantes renferment une part importante de composés classés en métabolites primaires et
secondaires.
Les métabolites primaires se trouvent dans toutes les cellules de 1’organisme d’une plante pour y
assurer sa survie. lls sont classés en quatre principaux groupes : les glucides, les protéines, les lipides et les

acides nucléiques (Aberkane, 2006).
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Les métabolites secondaires dont certains possedent des vertus thérapeutiques sont des molécules
ayant une répartition limitée dans 1’organisme de la plante. Ils sont nécessaires a sa défense contre les
agressions extérieures. Cependant, ils ne sont pas toujours nécessaires a la survie de la plante. lls sont émis
en trés faible quantité et d’une grande variété structurale (plus de 200 000). Ces composés marquent de
maniere originale, un genre, une famille ou une espéce de plante et permettent parfois d’établir une
taxonomie chimique (Aberkane, 2006 ; Muanda, 2010).

Les métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses recherches, ils ont un intérét multiple, ils sont
mis a profit aussi bien dans I’industrie alimentaire, cosmétique que pharmaceutique (Muanda, 2010).

Ils constituent un groupe de produits naturels qu’il convient d’explorer pour leurs propriétés
antioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires et anti-carcinogenes (Epifano et al., 2007).

Ce sont des composés tres hétérogenes tant par leur composition que par leur structure. Pendant
longtemps, ces composés ont été considérés comme secondaires et métaboliquement inactifs, ils ne
suscitaient donc que peu d’intérét. A I’heure actuelle, cette opinion a changé, du fait de nombreuses
recherches qui ont largement montrées que ces composés ne sont pas inertes et contribuent efficacement
dans la biosynthése de divers métabolites de 1’organisme. Ils sont soumis a d’importantes variations
quantitatives et qualitatives, ce qui témoigne d’une dynamique biochimique incontestable (Brzozowska et
Hanower, 1976).

IIs interviennent dans des processus vitaux les plus divers. D’ou I’importance croissante des études
consacrées a ces composés. Leurs modes d’action et leurs significations physiologiques ne sont pas encore
suffisamment claires, d’ou la place de plus en plus large qui revient aux études de ces composés et de leurs
fonctions. On trouve des métabolites secondaires dans toutes les parties de plantes, mais ils sont distribués
différemment selon leurs roles. Cette distribution varie d’une plante a 1’autre. Les principales familles de
métabolites secondaires trouvées chez les plantes sont : les composées phénoliques, les alcaloides, les
terpénoides et les stéroides (Muanda, 2010).

3-2-Classification des métabolites secondaires
3-2-1-Les composés phénoliques

Le terme « polyphénols » est fréeqguemment utilisé dans le langage courant et méme dans des articles
scientifiques ou de vulgarisation pour désigner 1’ensemble des composés phénoliques des végétaux (Fleuriet
et al., 2005).

Prés de 8 000 composes naturels appartiennent a cette famille ; ils ont en commun un noyau
benzénique portant au moins un groupement hydroxyle (Figure 1). Selon le nombre d’unités phénoliques
présents, on les classe en composes phénoliques simples et polyphénols. Par abus, on les appelle
indifféeremment composés phénoliques et polyphénols. 1ls comprennent essentiellement les phénols simples,
les acides phénoliques, les stilbénes, les flavonoides, les tannins, les coumarines, les lignanes, les lignines et
les xanthones (Harborne, 1998 ; Stalikas, 2007).
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Figure 1. Structure générale des phénols (Chkarnat, 2013)

Toutes les classes de composés phénoliques comportent un grand nombre de structures différentes en
fonction du nombre et de la position des groupements hydroxyles sur le squelette de base. Ces structures
peuvent étre diversement substituées (glycosylées, estérifiées, acylées) (Muanda, 2010).

3-2-1-1- Les non flavonoides

Ce groupe comprend plusieurs composés parmi lesquels, on distingue les acides phénoliques, les
stilbénes, les lignanes, les coumarines et les xanthones.

3-2-1-1-1-Les acides phénoliques

On distingue tout d’abord les dérivés de 1’acide benzoique, composé d’un squelette a sept carbones. Ils
sont représentés par les acides: p-hydroxybenzoique, protocatéchique, vanillique, gallique, syringique,
salicylique, et gentisique (Harborne, 1998 ; Perret, 2001).

D’autres composés phénoliques sont également présents, comme les dérivés d’esters
hydroxycinnamiques possédant une structure du type Cg-Cs. Les composés les plus fréquents sont les
acides : p-coumarique, caféique et sinapique (Singleton et al., 1978 ; Goetz et al.,1999). Sans négliger les
phénols simples (cathéchol, guaiacol, phloroglucinol) bien qu’ils soient rares dans la nature a I’exception de
I’hydroquinone qui existe dans plusieurs familles (Bruneton, 1999).

3-2-1-1-2-Les stilbenes

Ce sont des composés phénoliques contenant au minimum deux noyaux aromatiques reliés par une
double liaison, formant un systéeme conjugué. Cette particularité leur confére une grande réactivité. Les plus
abondants sont le resvératrol et 1’acide lunularique (Harborne, 1998 ; Perret, 2001).

IIs sont connus pour leurs propriétés antioxydantes vis-a-vis des lipoprotéines a basse densité (LDL).
Aussi, comme protecteur contre les maladies cardiovasculaires (Frankel et al., 1993 ; Jang et al., 1997).

3-2-1-1-3-Les lignanes et les lignines

Le terme de lignane désigne habituellement des composés dont le squelette résulte de 1’établissement
d’une liaison entre les carbones P des chaines latérales de deux unités dérivées du 1-phényl propane. Les
lignanes possedent des propriétés cytostatiques et antimitotiques (Bruneton, 1999). Les lignines sont des
substances qui se déposent a la fin de la formation des parois primaires et secondaires, imprégnant

principalement les micelles de cellulose de la lamelle moyenne et de la paroi primaire. Chimiquement, ce
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sont des polymeres provenant de la co-polymérisation d’alcools possédant une structure p-
hydroxycinnamique (Bruneton, 1999).

3-2-1-1-4-Les coumarines

Les coumarines sont des hétérocycles oxygenés ayant comme structure de base le benzo-2-pyrone
d’ou furent isolée, pour la premicre fois, en 1820. Aujourd’hui, prés de 1 000 composés coumariniques sont
isolés a partir de plus de 800 espéces de plantes et a partir des microorganismes. L’intérét pharmacologique
des drogues a coumarines est limité (Bruneton, 1999 ; Iwueke et Nwodo, 2008).

3-2-1-1-5-Les xanthones

Ils sont formés par cyclisation des benzophénones résultant de I’addition d’unités dicarbonées sur un
précurseur en Cg-C;. On notera que plusieurs molécules de cette série sont des stimulants du systeme
nerveux central (SNC), des fongicides, fortement antibactériennes, des inhibiteurs de 1’agrégation
plaquettaire et des anti-inflammatoires (Bruneton, 1999).

3-2-1-2-Les flavonoides

3-2-1-2-1-Définition

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus dans le regne
veégétal. Ils sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en partie responsables de la
coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Guignard, 1996).

IIs sont universellement présents dans la cuticule foliaire et dans les cellules épidermiques des feuilles
(Bruneton, 1999).

On les trouve dissout dans la vacuole des cellules a I’état d’hétérosides ou comme constituants des
plastes en particuliers, les chromoplastes (Guignard, 1996). Par définition, les flavonoides sont des
composés qui ont en commun la structure du diphénylpropane Cg-C3-Cs (Figure 2) (Mamyrbékova-Békro,
2008).

Les flavonoides sont largement rencontrés dans le regne végétal. lls sont cependant rares chez les
vegétaux inférieurs (Milane, 2004).

Structuralement les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules selon le degré
d’oxydation et la nature des substituants portés sur le cycle C (Pietta, 2000). 14 groupes différents ont été
identifiés dont six groupes sont particulierement les plus répandus et les mieux caractérisés ; flavones,
isoflavones, flavanones, flavanols, flavonols, anthocyanines (Heim et al., 2002 ; Hendrich, 2006).

Les composés de chaque classe se distinguent entre eux par le nombre, la position et la nature des
substituants (groupements hydroxyles, méthoxyles et autres) sur les deux cycles aromatiques A et B (Heim
etal., 2002).
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Figure 2. Structure générale des flavonoides (Heim et al., 2002)

3-2-1-2-2-Role des flavonoides
a- Chez les plantes
Les flavonoides seraient impliqués dans un certain nombre de fonctions :
- Leur fonction principale semble étre la coloration des plantes par leur réle de pigments directement
visibles : tel est le cas des flavonoides jaunes (chalcones, aurones et flavonols), des anthocyanosides rouges,
bleus ou violets, ou bien, ils contribuent a la coloration par leur réle de co-pigments : tel est le cas des
flavones et des flavonols (Bruneton, 1999) ;
- lls assurent le transport du pollen par les insectes attirés par la coloration de ces composés (Bruneton,
1999) ;
- Ils sont susceptibles d’assurer la protection des tissus contre les effets nocifs du rayonnement UV (Milane,
2004) ;
- lIs représentent un systeme de défense contre les microorganismes pathogenes (Koné, 2009).
b- Chez I’homme
Plusieurs propriétés biologiques ont été attribuées aux flavonoides : anticancérigenes, anti-inflammatoires,
analgésiques, antiparasitaire, vasodilatoires, antivirales, antibactériennes, ostéogenes, anti-athérogénique,
anti-thrombotique et anti-allergénique (Koné, 2009).
3-2-1-2-3-Les différentes classes de flavonoides
A. Les flavonoides
Dans ce groupe, on distingue les chalcones, les aurones, les flavones, les flavanes, les flavanones, les
flavanols, les flavonols et les flavanonols (Heard, 1994).
B. Les isoflavonoides
Les isoflavonoides constituent une grande et tres diversifiée sous classe des flavonoides. Ils sont
presque spécifiques de la famille des Fabacées. lls peuvent étre classes en une douzaine de catégories

structurales (isoflavones, roténoides). Leurs propriétés pharmacologiques sont peu connues (Muanda, 2010).
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C. Les anthocyanes

Le terme d’anthocyanes, initialement forgé pour désigner la substance responsable de la coloration des
fleurs du bleuet, s’applique a un groupe de pigments hydrosolubles responsables de la coloration rouge, rose,
mauve, pourpre, bleue ou violette de la plupart des fleurs et des fruits. Ces pigments existent sous la forme
d’hétérosides (les anthocyanosides) et leurs génines (les anthocyanidols), se sont des dérivés du cation 2-
phenyl-benzopyrylium, ce qui souligne 1’appartenance de ces molécules au vaste groupe des flavonoides au
sens large (Bruneton, 1999).

Les anthocyanosides ont un role majeur dans la pollinisation et la dispersion des graines. Un fort
pouvoir colorant et I’absence de toxicité les font de bon colorants naturels en industrie alimentaire. L’intérét
thérapeutique est pratiguement limité au domaine vasculaire (fragilité capillaire, insuffisance veineuse)
(Bruneton, 1999).

D. Les tannins

Le terme tannin dérive de la capacité de tannage de la peau fraiche en la transformant en matériau
imputrescible : le cuir. Les tannins sont un groupe des polyphénols a haut poids moléculaire, hydrosolubles,
fortement hydroxylés et peuvent former des complexes insolubles en s’associant aux glucides, aux protéines
et aux enzymes digestifs. On distingue les tannins hydrolysables et condensés. (Bruneton, 1999, Alkurd et
al., 2008).

» Les tannins hydrolysables

Ce sont des esters d’un sucre ou d’un polyol apparenté et d’un nombre variable de molécules d’acide
phénol. Le sucre est trés généralement le glucose et 1’acide phénol est soit I’acide gallique dans le cas des
tannins galliques, soit 1’acide hexahydroxydiphénique et ses dérivés d’oxydation dans le cas des tannins
ellagiques (Bruneton, 1999).

» Les tannins condensés

Ce sont des polyméres flavaniques. Ils sont constitués d’unités de flavan-3-ols liées entre elles par des

liaisons carbone-carbone le plus souvent 4—8 ou 4—6 (Bruneton, 1999).
E. Lesquinones

Les quinones étant issus de ’oxydation des phénols, on peut aussi s’attendre a trouver le motif
quinonique dans différentes classes de metabolites secondaires. On trouve les benzoquinones, les
naphtoguinones, les anthraguinones.

Pendant longtemps, certaines drogues a quinones ont été recherchées pour leurs propriétés tinctoriales
(Bruneton, 1999).

3-2-2-Les alcaloides

Le terme alcaloide vient d’un mot arabe « al-gali » en se référant au carbonate de potassium que
contiennent les cendres végétales (Osbourn et Lanzoti, 2009). Ce terme a été introduit par W. Meisner au
début du 19°™ siécle. La définition admise des alcaloides est celle donnée par Winterstein et Trier en 1910.
Un alcaloide est un compose organique naturel (le plus souvent d’origine végétale), hétérocyclique avec

I’azote comme hétéroatome, de structure moléculaire complexe plus ou moins basique et dou¢ de propriétés
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physiologiques prononcées méme a faible dose (Bruneton, 1999 ; Zenk et Juenger, 2007). Avec plus de 12
000 structures connues, les alcaloides représentent 1’un des grands groupes de produits naturels (Osbourn et
Lanzoti, 2009).

Les alcaloides les plus connus sont : les alcaloides pyrrolizidiniques, tropaniques et quinoléiques
(Koné, 2009).

Chez le vegétal, les alcaloides existent sous la forme, soluble, sels (citrates, malates) ou sous celle
d’une combinaison avec les tannins. La microchimie permet de montrer que les alcaloides sont le plus
souvent localisés dans les tissus périphériques : assises externes des écorces des tiges, des racines et des
téguments des graines (Bruneton, 1999).

La fonction principale de ces composés dans les végétaux n’est pas connue (Bruneton, 1999). Mais du
point de vue pharmacologique, ils existent plusieurs applications : dépresseurs (morphine), stimulants
(caféine), ganglioplégiques (nicotine), anesthésiques locaux (cocaine), antitumoraux (ellipticine) (Bruneton,
1999).

3-2-3-Les terpénoides et les stéroides

Les terpénoides, appelés fréqguemment les isoprénoides, constituent une large famille de produits
naturels et comprend plus de 40 000 structures différentes (Osbourn et Lanzoti, 2009). Ils dérivent d’un
isopréne de « Cs » d’ou en fonction du nombre de molécules d’isopréne, ils sont classés en : Hémiterpénes
(Cs), Monoterpénes (Cio), Sesquiterpénes (Cys), Diterpénes (Ca), Sesterpénes (Cas), Triterpénes (Cao),
Tétraterpenes (Cyo) et Polyterpenes (plus de Cyo) (Dewick, 2002).

Les stéroides végétaux sont issus, comme les triterpénes, du mévalonate : le mécanisme de leur
formation est légérement différent de celui qui aboutit a la formation des triterpénes. Du point de vue
structural, ils sont regardés comme des triterpenes tétracycliques qui ont perdu au moins trois méthyles. Le
plus souvent, leur structure signe leur spécificité végétale : cardénolides cardiotoniques, alcamines
stéroidiques, saponosides (Bruneton, 1999).

Les triterpenes sont caractérisés par une diversité structurale remarquable. Cette diversité chimique se
traduit par des propriétés biologiques et pharmacologiques variées et des potentialités thérapeutiques dans
les domaines les plus divers : cytostatiques, antiviraux, anti-inflammatoires, anti-cedémateuses,
cytoprotecteurs, immunomodulatrices, analgésiques et antifongiques (Bruneton, 1999 ; Kazumasa et al.,
2001; Jiri, 2003 ; Hua et al., 2006 ; Eder et al ., 2008)

L’activité a ’encontre des champignons est bien établie in vitro, aussi bien a 1’égard d’espéces
phytopathogenes, qu’a I’encontre de divers Candida ou les dermatophytes. Elle est sans doute la
conséquence de la réaction des triterpénes avec les stérols membranaires du micro-organisme (Bruneton,
1999).
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3-2-3-1-Les saponosides

Les saponosides sont des substances non volatiles et des tensioactives largement répandus dans la nature
et principalement en monde végétal (Oleszek, 2002). Le nom est venu du mot latin « sapo=savon» parce
qu’ils moussent les solutions aqueuses aprés agitation. En Orient, ces composés ont été utilisés comme des
savons d’ou I’appellation commune des diverses espéces végeétales riches en ces composés : Saponaria
offficinalis (soapwort), Chlorogalum pomeridianum (soaproot), Quillaja saponaria (soapbark) (Oleszek,
2002 ; Hostettman et Marston, 1995).

La plupart d’entre eux ont des applications commerciales comme médicaments, additifs, émulsifiants,
précurseurs de synthése d’hormone, édulcorants (Hostettman et Marston, 1995 ; Shan et al., 2001).

Les saponosides sont des molécules complexes composés par une partie aglycone et une partie
glycoside. La partie aglycone divise les saponosides en deux groupes : les saponosides triterpénes et les
saponosides stéroides (Oleszek et Bialy, 2006).

La combinaison entre une partie polaire et non polaire de leurs structures explique le caractere
moussant en solution aqueuse (Kitagawa, 2002 ; Heng et al., 2006).

3-2-3-2-Les hétérosides cardiotoniques ou les cardénolides

Ils constituent un groupe bien individualisé et d’une grande homogénéité¢ tant structurale que
pharmacologique. Malgré une marge thérapeutique étroite et 1’arrivée sur le marché de nouveaux isotropes
synthétiques, les hétérosides cardiotoniques d’origine végétale demeurent des médicaments majeurs de
I’insuffisance cardiaque (Bruneton, 1999).

Du point de vue structural, toutes les génines possédent en commun le noyau tétracyclique habituel des
stéroides. Cependant les oses rencontrés dans les hétérosides cardiotoniques sont étroitement spécifiques de
ces molécules. L’activité cardiotonique est liée a la génine, tandis que la partie osidique n’intervient pas
directement mais sa présence 1’augmente et la module en faisant varier la polarité de la molécule (Bruneton,
1999).
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Chapitre 2 : Les antioxydants

1-Introduction

Radicaux libres, especes oxygénées activées (EOA), stress oxydant et antioxydants sont devenus des
termes familiers tant dans le monde médical que dans le grand public. Au début des années 2 000, ces
notions n’étaient généralement évoquées que dans les congrés scientifiques. Mais ces derniéres années,
I’industrie pharmaceutique, les laboratoires d’analyses médicales et la presse grand public ont massivement
diffusés des informations relatives aux antioxydants (Defraigne et Pincemail, 2007).

Actuellement, dans ce sujet médiatisé a outrance, un écart existe entre les messages délivrés par les
scientifiques spécialistes du domaine et la sensibilité ou la perception qu’en ont les médecins spécialistes ou
généralistes. Face aux liens évoqués entre les radicaux libres et I’apparition de certaines pathologies, certains
réagissent négativement et affirment que rien n’est prouvé dans ce domaine. Alors que, pour la seule année
2003, plus de 45 000 publications ont été consacrées aux antioxydants ; d’autres s’enthousiasment (souvent
avec exces) sur les vertus benéfiques des antioxydants. Dans les deux cas de figure, il apparait clairement
que I’information en provenance des milieux de scientifiques n’est pas toujours correctement transmise et
comprise (Defraigne et Pincemail, 2007).
2-Historique

Au milieu des années 50, parmi les premiers, Gerschman montre que 1’oxygéne, molécule pourtant
indispensable a la vie, présente également une toxicité pour I’organisme (Gerschman et al., 2001). Inspiré
par ces travaux, Harman propose la «free radical theory of ageing» (Harman, 1956) : via la production des
radicaux libres, I’oxygene est a I’origine du processus de vieillissement cellulaire. En 1969, date clé dans
I’histoire du stress oxydant, les américains McCord et Fridovich isolent a partir des globules rouges humains
un systéme enzymatique antioxydant : le superoxyde dismutase (SOD) (Pincemail et al., 1990).

Dans la foulée de la découverte de la SOD, les scientifiques élaborent également de multiples
expériences in vitro qui montrent la toxicité des radicaux libres responsables des dégats cellulaires
importants (Defraigne et Pincemail, 2007).

Grace a I’ensemble de ces méthodes, I’efficacité des molécules a caractére antioxydant peut alors étre
testée in vivo dans divers modeles de stress oxydant animaux et humains (Defraigne et Pincemail, 2007).
3-Rappel sur le processus d’oxydation

Les mécanismes d’oxydation des composés biologiques insaturés sont souvent des réactions
radicalaires avec 1’oxygéne moléculaire. Des dérivés hautement réactifs de 1’oxygeéne peuvent apparaitre au
cours des réactions enzymatiques ou sous 1’effet des rayons UV, des radiations ionisantes et des métaux de
transition (Ekoumou, 2003). Les formes de 1’oxygéne provoquant ces troubles sont : 1’oxygene singulier O,
le peroxyde d’hydrogéne H,O,, les peroxydes alkyles ROOH, le radical superoxyde O,", les radicaux
hydroxyles OH’, les radicaux peroxyles ROQO" et les radicaux alkoxyles RO" (Cavin, 1999).
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4-Mécanisme d’action des radicaux libres

Les radicaux libres sont des atomes et des molécules dotés d’une forte énergie et qui, avant d’étre
neutralisés détruisent ce qu’ils rencontrent. L’organisme se défend contre eux grace aux enzymes
antioxydants, comme la glutathion peroxydase contenues dans nos cellules. Ces enzymes sont aidés par la
vitamine E, C, provitamine A, le zinc et le sélénium. Si ces systémes de défense sont insuffisants, les
radicaux libres ont tout le loisir d’étre nuisible : ils s’attaquent alors aux membranes cellulaires dont les
acides gras insaturés sont dénaturés ; ils agressent également les protéines, les microfibrilles de collagene,
les acides nucléiques des chromosomes et I’ADN lui-méme est transformé entrainant 1’apparition des
anomalies (Muanda, 2010).

Ce dysfonctionnement est a 1’origine des phénomeénes du stress oxydant dont I’importance dans de
nombreuses pathologies comme facteur déclenchant ou associé a des complications lors de leur évolution est
maintenant largement démontré (Favier, 2003). En fait, de nombreuses études, tant épidémiologiques que
cliniques, indiquent que le stress oxydant est potentiellement impliqué dans le développement de plus d’une
centaine de pathologies humaines différentes (Pincemail et al., 2002) allant de 1’athérosclérose au cancer
tout en passant par les maladies inflammatoires, cardiovasculaires, neurodégénératives et le diabete et méme
des processus physiologiques tel que le vieillissement (Martinez-Cayuela, 1995 ; Lehucher —Michel et al.,
2001 ; Sorg, 2004 ; Valko et al., 2007).
5-Les antioxydants

Un antioxydant est une substance qui en faible concentration par rapport a celle du substrat oxydable
qui, de manicre significative retarde ou empéche 1’oxydation de ce substrat. Il peut agir en supprimant les
radicaux libres ou en empéchant leur formation ou encore en réparant les dommages causés par ceux-cCi
(Halliwell, 1991). Des activités antioxydantes liées aux saponines, aux triterpénes et aux esters gras dérivant
tous des plantes ont été rapportées (Djeridane et al., 2006). Mais I’activité antioxydante d’extraits de plante,
la teneur en composés phénoliques totaux et en flavonoides totaux et aussi déterminée dans le but d’établir
une corrélation essentielle entre teneur en composés phénoliques et activité antioxydante et ou entre teneur
en flavonoides et activité antioxydante. Les antioxydants de synthese tels que le butyl-hydroxy-anisole
(BHA) et le butyl-hydroxy-toluene (BHT) sont certes tres efficaces mais susceptibles de manifester des
effets secondaires et voir méme toxiques (Manian et al., 2008). Plusieurs molécules a propriétés
antioxydantes sont isolées des plantes (Lee et al., 2000 ; Cakir et al., 2003 ; Kumaran et Karunakaran,
2007). 11 est donc louable de chercher des antioxydants naturels efficaces sans ou présentant moins d’effets
secondaires pour remplacer les synthétiques ou pour plus de choix a partir des plantes alimentaires et
médicinales (Koné, 2009).
6-Les sources d’antioxydants

En plus des substances propres a 1’organisme, les médicaments, 1’alimentation et les plantes peuvent

étre également des sources d’antioxydants (Ekoumou, 2003).
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6-1-Les médicaments
Plusieurs agents thérapeutiques comme les anti-inflammatoires non stéroidiens, les
antihyperlipoprotéinémiques, les B bloquants et les antihypertensifs ont été évalués pour leurs propriétés
antioxydantes. Le Probucol par exemple est un médicament qui en plus de ses effets reconnus dans la baisse
du taux sanguin du cholestérol, prévient I’athérogénése en agissant comme un antioxydant et en supprimant
la modification oxydative des lipoprotéines de basse densité (LDL) (Ekoumou, 2003).
6-2-La source alimentaire
L’organisme utilise les substances ingérées comme antioxydants (Ekoumou, 2003). Les principaux
antioxydants sont :
6-2-1-La vitamine C ou I’acide ascorbique
C’est un puissant réducteur. Il joue un role important dans la régénération de la vitamine E. Il est
présent dans les Iégumes, le choux, le poivron, le persil, les agrumes (Ekoumou, 2003).
6-2-2-La vitamine E ou tocophérol
Elle prévient la peroxydation des lipides membranaires in vivo en capturant les radicaux peroxyles.
Elle est retrouvée dans les huiles végétales (huile d’arachide, de soja, de palme, de mais, de chardon, de
tournesol et d’olives pressées a froid), ainsi que dans les noix, les amandes, le lait et les ceufs (Ekoumou,
2003).
6-2-3-Le B-caroténe
Il possede la capacité de capter I’oxygeéne singulet. Il est retrouvé dans les Iégumes verts, les épinards,
la salade, les carottes, 1’abricot, le melon, le potiron, la papaye et d’autres fruits jaunes (Tolo, 2002).
6-2-4- Une source particuliére d’antioxydants naturels (la plante)
Les antioxydants naturels sont présents dans toutes les plantes supérieures et dans toutes les parties de
la plante (Ekoumou, 2003).
6-2-4-1-Les flavonoides
Ils constituent un groupe de métabolites secondaires les plus répandus parmi les plantes, et par
conséquent également un des groupes les plus étudiés. lls sont retrouvés dans presque toutes les parties de la
plante a différentes concentrations ou ils jouent un réle déterminant dans le systeme de défense comme
antioxydants. Les flavonoides sont largement présents dans les fruits, les légumes et le thé (Ekoumou,
2003).
6-2-4-2-Les xanthones
Des études sur la mangiférine ont démontré que ces polyphénols possedent également de trés
intéressantes propriétés d’inhibition envers la peroxydation des lipides, ainsi que des propriétés de capteurs
des radicaux libres contre les anions superoxydes (Ekoumou, 2003).
6-2-4-3-Les coumarines
Ils sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux
hydroxyles, superoxydes et peroxyles (Ekoumou, 2003).
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6-2-4-4-Les caroténoides

Ce sont des constituants membranaires des chloroplastes. lls forment un groupe de pigments
liposolubles et contribuent a la coloration jaune, orange ou rouge des fruits et des Iégumes. Ils sont retrouves
souvent dans les plantes alimentaires. Les caroténoides réagissent avec 1’oxygene singulet, les radicaux
peroxyles et alcoyles en capturant les radicaux libres (Ekoumou, 2003).

6-2-4-5-Dérivés d’acides phénoliques et divers composés phénoliques

Le nombre des publications concernant 1’activité antioxydante des acides phénoliques et de leurs
dérivés est considérable. La plupart de ces composés sont des dérivés de 1’acide hydroxycinnamique, plus
exactement des dérivés des acides coumarique, caféique, férulique et chlorogénique. Ils sont présents dans
de nombreux fruits et légumes soit sous forme libres soit sous forme de dérivés. On le retrouve
principalement dans le café, les prunes, les myrtilles, les péches, le raisin et les pommes (Potterat, 1997).

Ces composés possedent des activités antioxydantes et antiradicalaires. Ainsi, I’acide caféique, 1’acide
gallique et 1’acide chlorogénique captent non seulement les radicaux superoxydes produits par le systeme
NADPH par méthosulfate de phénazin, mais présentent en plus de fortes activités antioxydantes et
antiradicalaires envers le radical DPPH (Potterat, 1997).

Parmi les dérivés phénoliques, le resvératrol est le composé qui est le plus étudié. En effet, ce stilbene,
isolé du raisin, possede de fortes propriétés antioxydantes (Ekoumou, 2003).

6-2-4-6-Les tannins

Ils présentent des propriétés antioxydantes significatives. On a pu démontrer qu’ils inhibent aussi bien
I’auto-oxydation de 1’acide ascorbique et du linoléate que la peroxydation lipidique des mitochondries du
foie et des microsomes. Les tannins agissent en donneurs de protons face aux radicaux libres lipidiques
produits lors de la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a pour
conséquence de stopper la réaction en chaine de 1’auto-oxydation lipidique (Ekoumou, 2003).

Ils sont par conséquent de trés bons capteurs de radicaux libres. Un exemple tres souvent relaté est
celui du thé vert. Les effets bénéfiqgues des polyphénols du thé vert, particulierement le gallate
d’épigallocatéchine, sont attribués a leurs propriétés antioxydantes et a leurs capacités de capter des radicaux
libres (Ekoumou, 2003).

6-2-4-7-Les lignanes

Les plus étudiés du point de vue de leurs activités antioxydantes sont les dérivés bifuranyles des
graines de sésame. La forte résistance a la détérioration oxydative de I’huile de sésame a suscité depuis
plusieurs années de nombreuses recherches sur les graines de sésame. Les lignanes diarylfuranofuraniques
tels que le sésaminol ont démontré des propriétés antioxydantes expliquant ainsi la stabilité de cette huile
(Ekoumou, 2003).

7-Test d’activité antioxydante in vitro

Ces derniéres années, ’intérét porte aux antioxydants naturels, en relation avec leurs propriétés

thérapeutiques, a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans diverses spécialités ont été
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développées pour I’extraction, I’identification et la quantification de ces composés a partir de plusieurs
substances naturelles a savoir, les plantes médicinales et les produits agroalimentaires (Sanchez-Moreno,
2002 ; Marc et al., 2004 ; Huang et al., 2005). L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa
capacité a résister a 1’oxydation (Popovici et al., 2009).

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée des antioxydants, avec
des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes, il n’y a pas une méthode universelle par laquelle
’activité antioxydante peut étre mesurée quantitativement d’une fagon bien précise. Le plus souvent, il faut
combiner les réponses de tests différents et complémentaires pour avoir une indication sur la capacité
antioxydante de 1’échantillon a tester (De Gaulejac et al., 1999 ; Hua et al., 2008 ; Tabart et al., 2009).

7-1-La méthode de DPPH
7-1-1-Principe
Du point de vue méthodologique, le test au radical libre DPPH est recommandé pour des composés
contenant SH-, NH- et OH- groupes (Salah et al., 1995). 1l s’effectue a température ambiante, ceci
permettant d’éliminer tout risque de dégradation thermique des molécules thermolabiles. Le test est
largement utilisé¢ au niveau de 1’évolution des extraits hydrophiles en provenance de thé vert, des jus de
fruits et des raisins, pépins et pulpes, tres riches en composés phénoliques (Yi-Zhong et al., 2006 ;
Hatzidimitriou et al., 2007).

Le composeé chimique 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyle (a,a-diphényl-p-picryl-hydrazyle) fut I’'un des
premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-activité antioxydante des composés
phénoliques (Blois, 1958 ; Brand-Williams et al., 1995). Il possede un électron non apparié sur un atome du
pont d’azote (Figure 3). Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des dimeéres,
le DPPH reste dans sa forme monomére relativement stable a température ordinaire. La délocalisation
provoque aussi la couleur bleue bien caractéristique de la solution de DPPH. La mesure de 1’efficacit¢ d’un
antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration bleue, due a une recombinaison des radicaux
DPPH, mesurable par spectrophotométrie a 515-518 nm. Le piégeage des radicaux libres par des
antioxydants est tributaire de deux types de mécanismes: (i) la libération de I’atome d’hydrogéne du
groupement hydroxyle (cinétique rapide de certaines acides et dérivées phénoliques) ; (ii) la libération d’un
électron (cinétique lente des dérivées glycosylées et des anthocyanes) (Nanjo et al., 1996 ; Huang et al.,
2005).

Dans le cas des composés phénoliques (®-OH), le mécanisme principal d’action est le piégeage des
radicaux libres par le transfert de I’atome H sur le DPPH. Alors, il se transforme en une molécule stable
DPPHH (Sanchez-Moreno et al., 1998 ; Molyneux, 2004) :

DPPH++ ®OH — DPPHH + ®O-
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Figure 3. Structure chimique du radical libre DPPH« (2,2 diphényle-1-picryl-hydrazyle) (Popovici et al.,
2009)

7-1-2-Evaluation du potentiel antiradicalaire

Pour D’évaluation de I’activité antioxydante, deux approches sont appliquées : d’une part, la
détermination de la réduction relative du radical DPPH a un temps de référence ou la détermination de la
quantité d’antioxydant nécessaire pour réduire 50% de DPPH et d’autre part, le suivi de la cinétique de la
réduction (Sanchez-Moreno et al., 1998 ; Scherer et Godoy, 2009).

Dans la premiére approche, I’activité est définie par I’indice de la réduction de I’activité antiradicalaire
en pourcentage % RSA (Radical Scavenger Activity), ou 1’absorbance du mélange réactionnel qui contient
le radical libre et I’échantillon de I’antioxydant est reliée avec I’absorbance du mélange sans aucun
antioxydant (solution témoin ou contrdle) a un temps't :

[% RSA= (Abs contrble — Abs t) / Abs contrdle x 100%] (Molyneux, 2004).

Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un composé, les résultats sont
souvent portés par rapport a un antioxydant de référence, comme 1’acide ascorbique (vitamine C), les
antioxydants synthétiques BHT (butyl-hydroxy-toluéne) ou le Trolox R (acide-6-hydroxy-2,5,7,8-
tétraméthylchroman-2-carboxylique), dont la structure moléculaire cyclique est similaire a celle de la
vitamine E (Molyneux, 2004).

L’indice relative % RSA montre seulement la capacité de 1’échantillon, a une concentration fixée, de
réduire ou non les radicaux et dans beaucoup de cas, I’augmentation de la concentration de 1’antioxydant
améne I’augmentation de ces indices relatifs (Sanchez-Moreno et al., 1998).

Pour s’affranchir de I’influence de la concentration, dans la majorité des études, la réactivité est
estimée par ECso (the median effective concentration) de I’antioxydant, qui correspond a une réduction de
50% de Pactivité (de I’absorbance) du DPPH dans le milieu réactionnel. La capacité¢ antioxydante d'un
composé est d'autant plus élevée que son ECs est petite (Sanchez-Moreno et al., 1998).

7-2-Réduction de fer ou FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma)
Comme son nom I’indique, cette technique a été développée pour mesurer la capacité du plasma a

réduire le fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe®"). En effet le Fe** participe & la formation du radical
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hydroxyle par la réaction de Fenton. Le Fe®* & un pH faible forme un complexe avec la 2,4,6-Tris-(2-
Pyridyl)-1,3,5-Triazine (TPTZ) de couleur bleue qui a une absorption maximale a 594 nm. Ainsi, la
formation de ce complexe indiquera un pouvoir réducteur et déterminera la capacité d’un composé a se
comporter comme un antioxydant. Les valeurs sont obtenues par comparaison de 1’absorbance a 594 nm du
mélange réactionnel contenant I’échantillon a tester avec celle d’un mélange réactionnel contenant une
concentration connue en Fe?* (Liu et al., 1982 ; Benzie, 1996).

Le test de FRAP est un test rapide et simple. La réaction est reproductible et linéairement reliée a la
concentration molaire des antioxydants présents sur une gamme trés large de concentrations (Benzie et
Strain, 1996).
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Chapitre 3 : Les agents antimicrobiens

1- Introduction

L'homme vit dans un environnement peuplé d'un grand nombre de microorganismes qui sont presents
dans l'air, dans le sol, dans les eaux douces, dans les eaux marines, a la surface de la peau et les muqueuses
ainsi qu'au niveau du tube digestif, de I'appareil respiratoire et de I'appareil urinaire. Ces microorganismes
sont constitues par les bactéries, les virus et les champignons microscopiques (Khiati, 1998).

Le monde bactérien est tres vaste et les bactéries peuplent notre environnement. Elles assurent a la
surface du globe, sur le sol et dans les eaux d'innombrables fonctions ; elles exercent des actions bénéfiques
(bactéries fertilisantes du sol), mais d'autres peuvent provoquer des infections chez les plantes, les animaux
et également chez I'nomme (Khiati, 1998).

Les champignons sont cosmopolites, ils sont retrouvés partout dans la nature. lls jouent un role
essentiel dans le recyclage des matieres organiques en puisant leur énergie a partir des sources carbonees
externes (hétérotrophie). Les champignons microscopiques (micromycetes) peuvent &tre a 1’origine
d’infections humaines parfois redoutables. Ces champignons, habituellement microscopiques, deviennent
dans certaines circonstances, visibles dans notre environnement. C’est ce que 1’on appelle couramment les
moisissures, véritables agglomérats de filaments mycéliens et d’organes fructiféres recouvrant des substrats
divers (fruits ou végétaux en décomposition, vieux murs et tapisserie), et capables de produire des quantités
extraordinaires de spores (Chabasse et al., 2002).

Les champignons, partout présents, établissent aussi avec les espéces animales ou végétales des
interactions qui vont du saprophytisme au parasitisme, en passant parfois par le commensalisme, ou encore
participent & des phénomeénes symbiotiques (Chabasse et al., 2002).
2-L"infection microbienne

L'infection est la conséquence du développement, dans un organisme sain, de microorganismes
pathogeénes : bactérie, champignons, virus ou autres. Elle résulte de la rupture d'équilibre qui existe entre le
germe et 1’hdte. Ce déséquilibre provient donc soit d'une diminution des défenses du sujet (congénitale ou
acquise), soit d'un accroissement de virulence des germes (Khiati, 1998).

Le monde bactérien comprend plusieurs milliers d'espéces mais, seulement prés d'une centaine qui
sont pathogene pour I'hnomme et I'animal. Une bactérie pathogene est susceptible d'induire, lorsqu'elle infecte
un hote, une maladie se traduisant par des signes anormaux, I'un des plus constants étant la fiévre. Mais il
faut distinguer, les pathogénes authentiques qui déclenchent réguliérement une maladie chez des individus
aux défenses immunitaires normales, des pathogenes dits opportunistes qui, dans la grande majorité des cas,
ne sont a l'origine d'infections que chez des sujets aux défenses immunitaires altérées (Leclerc et al., 1995a).

Le pouvoir pathogéne des champignons peut s’exprimer de diverses fagons (Chabasse et al., 2002).
Dans la vie courante, ils sont capables de provoquer d’importants dégats. Dans le domaine agronomique, la
contamination fongique des denrées alimentaires, destinées a 1’homme ou a I’animal, est le principal

dommage qui va entrainer de nombreux problémes. Ainsi, la présence indésirable des moisissures modifient
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I’aspect des produits alimentaires, dii notamment a la production des pigments, comme par exemple un
pigment foncé, la mélanine (Butler et Day, 1998). Le developpement de ces champignons sur les aliments
peut leur donner des odeurs de moisi. Il y a donc une réduction quantitative et qualitative de la valeur
alimentaire de la denrée, et une baisse du rendement des récoltes. Les métabolites produits par ces
champignons lors de leur croissance sont aussi des éléments majeurs dans 1’altération des denrées
alimentaires (Dao, 2005).

Des manifestations dans la qualité organoleptique (en modifiant le godt de la denrée par exemple),
mais aussi de graves problémes sanitaires surgissent, comme par exemple des risques d’intoxication due a la
présence des mycotoxines. Ainsi, I’apparition des mycoses et des allergies chez I’homme peut résulter de
I’ingestion des denrées contaminées par des moisissures. Dans certains pays de I’Est de I’Europe, il a été
démontré que la néphropathie endémique des Balkans (cancer du rein et des voies urinaires) est liée a la
consommation des céréales contaminées par 1’ochratoxine A (Krogh, 1987).

Chez I’étre humain les maladies provoquées par les champignons microscopiques sont appelées les
mycoses. Elles sont a ’origine de plusieurs infections qui peuvent étre soit superficielles, sous-cutanées ou
encore systémiques (Dao, 2005). Le développement du champignon dans 1’organisme humain ou animal
passe par une colonisation, invasion et dissémination (Chabasse et al., 2002).

Chez les végétaux les maladies provoquées par les champignons microscopiques sont appelées des
maladies cryptogamiques. Les différentes formes de maladies cryptogamiques représentent environ 90% des
maladies des végétaux. Pour que la maladie d’une plante se développe, trois composantes sont nécessaires :
la plante, le pathogene, qui doivent se mettre en contact et interagir, et les conditions de 1’environnement qui
favorisent la prolifération du pathogene (Bouzid, 2002). Une série d’événements s’opére et conduit au
développement de la maladie. Ces événements sont I’inoculation, la pénétration, 1’infection, la dissémination
du pathogene et la conservation du pathogene (Bouzid, 2002).

3- Morphologie et Structure des bacteéries et des micromyceétes
3-1-Les bactéries

Les bactéries sont les plus petits organismes connus doués de métabolisme et capable de croitre et de
se diviser aux dépens des substances nutritives, leur diamétre est habituellement d’environ 1 um (Leclerc et
al., 1995b). lls sont constitués d'une seule cellule dépourvue d'un vrai noyau. Elles contiennent un seul
chromosome qui se présente sous la forme d'un long filament d'’ADN pelotonné sur lui-méme.

Lorsqu'une cellule bactérienne est placée dans un milieu convenable qui assure ses besoins nutritifs,
elle va se multiplier en se divisant en deux. Selon les conditions d'environnement, une bactérie peut se
trouver sous deux états principaux :
« |'état végétatif ou de croissance,
« |"état de repos ou elle fait un minimum d'échange avec I'extérieur, qui lui permet de rester vivante mais
sans croissance (Petignat et al., 2006).

Certaines bactéries ont le pouvoir de se transformer en petites unités ovales ou sphériques douées

d’une résistance extraordinairement élevée, lorsque le milieu s’épuise en éléments nutritifs ou lorsque les
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conditions physico-chimiques extéricures changent. Ils peuvent retourner a 1’état végétatif lorsque les
conditions deviennent favorables. Ce sont les spores (Leclerc et al., 1995b).

Les formes des bactéries sont extrémement diverses : la forme sphérique ou coccoide, la forme
cylindrique ou en batonnet, et la forme spiralée ou hélicoidale (Leclerc et al., 1995b). En plus de la forme,
les bactéries sont classées selon une coloration spécifique en bactériologie ¢’est la coloration de Gram. Cette
coloration permet de classer les bactéries en deux grands groupes, les bactéries a Gram positif et les
bactéries a Gram négatif (Petignat et al., 2006).

3-2-Les micromyceétes

Les micromycétes sont des eucaryotes non photosynthétiques, multicellulaire et immobiles. L’élément
structural de base est I’hyphe. Ramifiés entre eux, plusieurs hyphes forment le mycélium ou le thalle
pluricellulaire. Les thalles sont cloisonnés (cellules séparées) ou siphonnés (sans séparation entre les
cellules). Des structures fructiféres et reproductrices servent a la multiplication et a la dissémination de
I’espéce : ces structures sont d’origine végétative ou sexuelle (Leclerc et al., 1995b). Les spores asexuée
sont produites, soit a I’intérieur d’un sac fermé (sporange) porté par un filament spécialisé (sporangiophore)
et on les appelle les sporangiospores, soit par bourgeonnement a partir d’une cellule spécialisée appelée
cellule conidiogene porté par un filament spécialisé (conidiophore) et on les appelle des conidiospores
(Chabasse et al., 2002).
4-Bactériologie médicale

Avec la diversité des bactéries responsables des maladies infectieuses plus ou moins graves, il ne sera
étudié que celles faisant l'objet des expérimentations pratiques.

4-1-Bacteéries a Gram négatif
4-1-1-Pseudomonas aeruginosa

Elle est batonnet, mobile par des cils polaires, aérobie stricte. La production d'un pigment la
pyocyanine, pigment phénazinique, soluble dans I'eau et le chloroforme est spécifique de cette espéce. P.
aeruginosa est un germe ubiquiste communément rencontré dans le sol et plus encore dans les eaux, capable
de se multiplier a 41°C, fréqguemment isolé sur la peau et les muqueuses de I'nomme ou de I'animal, il est
aussi particulierement résistant aux antibiotiques et méme aux antiseptiques. En milieu hospitalier, il est a
I'origine des surinfections et des suppurations locales ou profondes, isolé essentiellement chez des patients
présentant une immunodéficience locale ou générale (brQlés et cancéreux), et trés fréeguemment impliqué
dans les infections nosocomiales (infections pulmonaires et cutanées). De méme, il est phytopathogéne
(Leclerc et al., 1995a).

4-1-2-Salmonella typhimurium
C’est une sous-espece de I’espéce Salmonella enterica. Elle appartient & la famille des entérobactéries.
C’est une bactérie mobile, batonnet et aéroanaérobie facultatif. Elle se multiplie entre 7°C et 45°C avec un
optimum a 35°C/37°C. Elle peut engendrer des toxi-infections alimentaires (Leclerc et al., 1995a;
Delamare, 1992 ), qui peuvent déterminer des infections trés graves chez I’homme et chez de nombreuses

especes animales (Berche et al., 1989). La lutte contre la maladie est difficile du fait de la multi-résistance
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de la bactérie aux antibiotiques. Un manque d'hygiéne est tres souvent a l'origine de la transmission (Acha et
Szyfres, 1982).
4-1-3- Escherichia coli

C’est un batonnet, aéroanaérobie facultatif, appartenant a la famille des entérobactéries. Elle présente
parmi la microflore digestive de I’homme et des animaux a sang chaud. Mais certaines souches d’E. coli
sont pathogenes car elles ont acquis des facteurs de virulence (ANSES, 2011a).

Cette espece est subdivisée en sérotypes sur la base des antigenes présents. E. coli, un hdte commun de
l'intestin de I'nhomme (10%/g de selles), et des animaux ; elle est recherchée & ce titre, comme germe témoin
de contamination fécale, dans I'eau et les aliments. A l'intérieur de I'espéce, il y a des pathotypes souvent
associes a des sérotypes particuliers. Certains de ces pathotypes sont responsables d'infections intestinales
(gastroentérites et diarrhées), leur pouvoir pathogéne est induit par des facteurs d'adhésion et/ou la
production d'entérotoxines. D'autres responsables de méningites néonatales, provoquent des infections du
tractus urinaire, ou encore des septicémies qui correspondent a un nombre restreint de sérotypes (Leclerc et
al., 1995a).

4-1-4-Proteus mirabilis

Elle est caractérisée par sa grande mobilité, et elle est vraisemblablement d'origine tellurique. C’est un
batonnet, aéroanaérobie facultatif, appartenant a la famille des entérobactéries. Elle peut induire des
infections des voies urinaires, des infections cutanées (surinfections des plaies chirurgicales et brdlures), des
infections des voies respiratoires et méme des septicémies (Berche et al., 1989).

4-1-5-Klebsiella pneumoniae

C’est un batonnet, aéroanaérobie facultatif, appartenant a la famille des entérobactéries. Elle est
commensale, et actuellement responsable d'un grand nombre de complication infectieuse en milieu
hospitalier. Les infections broncho-pulmonaires souvent dues a K. pneumoniae (1 & 5% de toutes les
pneumonies bactériennes). Autres infections secondaires dues a des soins ou des gestes chirurgicaux causées
par un matériel souillé (la mortalité reste élevée malgré une antibiothérapie adaptée) (Berche et al., 1989).
En plus, cette bactérie est multi-résistante (Jarlie et al., 2004).

4-1-6-Enterobacter cloacae

C’est un batonnet, aéroanaérobie facultatif, appartenant a la famille des entérobactéries. Elle est
commensale, et actuellement responsable d'un grand nombre de complication infectieuse en milieu
hospitalier. Elle provoque des infections urinaires nosocomiales. Autres infections secondaires dues a des
soins ou des gestes chirurgicaux causées par un matériel souillé (la mortalité reste elevée malgré une
antibiothérapie adaptee) (Berche et al., 1989).

4-1-7-Citrobacter freundii

C’est un batonnet, aéroanaérobie facultatif, appartenant a la famille des entérobactéries. Elle fait partie

du groupe des coliformes intestinaux qui sont des indicateurs de contamination fécale, recherchée dans I'eau

et les aliments (Leclerc et al., 1995a). Citrobacter freundii est rarement observe dans les infections urinaires,



40

respiratoires ou septicémiques uniquement chez les malades immunodéprimes. Ces bactéries commensales
posent un probleme de diagnostic différentiel avec les Salmonelles (Berche et al., 1989).
4-2-Bactéries a Gram positif
4-2-1-Bacillus cereus
Il s’agit d’un batonnet sporulant et aéroanaérobie facultatif. La température optimale de croissance est
entre 30°C et 37°C. B. cereus est responsable d’intoxications se traduisant par des symptomes émétiques et
des toxi-infections caractérisées par des symptémes diarrhéiques. Elle est retrouvée sous forme de spores
dans le sol, a des concentrations de I’ordre de 10* & 10° spores par gramme de sol. La principale voie de
transmission de cette bactérie a ’homme est alimentaire. En effet, de par son abondance dans le sol et la
résistance de ses spores, B. cereus peut contaminer pratiquement toutes les catégories d’aliments et
particulierement les végétaux. Des infections & B. cereus, différentes de celles transmises par les aliments
ont été décrites. Les portes d’entrée de 1’infection sont des contaminations de plaie ou de cathéter ou encore
via les injections pratiquées par les toxicomanes (ANSES, 2011b).
4-2-2-Listeria monocytogenes
Elle est un petit bacille (0,5 - 2 um x 0,5 pm), isolé ou en chainettes, mobile a 20-25°C, non sporulé,
aeroanaérobie facultatif. La température optimale de croissance est entre 30°C et 37°C. Elle est responsable
d’une maladie touchant I’homme et les animaux appelée la listériose. L. monocytogenes est une bactérie
ubiquiste, tellurique, trés largement répandue dans 1’environnement, et résistante dans le milieu extérieur
(sol, lacs, riviéres, eaux d’égouts ou de baies et la végétation principalement en décomposition). La
transmission par voie alimentaire est de loin la transmission la plus importante (99% des cas). La
transmission directe est possible mais rare (ANSES, 2011c).
4-2-3- Staphylococcus aureus
Elle est une bactérie sphérique (cocci), qui se divise sur plusieurs plans pour former des amas réguliers
ou irréguliers en grappe de raisin, elle est immobile, anaérobies facultatifs. Staphylococcus aureus est un
germe ubiquiste largement distribué dans l'environnement naturel de 1'homme, mais elle 1’est plus
fréeguemment et en plus forte densité sur les surfaces cutano-muqueuses des mammiféres. Elle est
prédominante chez I'homme et autres mammiféres, la cavité nasale de I'nomme est sa niche préférentielle.
Elle est responsable d'infections pyogenes de la peau et des muqueuses, mais aussi osseuses, digestives et
septicemiques (Leclerc et al., 1995a).
4-2-4- Enterococcus feacalis
C’est des coques d'aspect ovoide en courtes chaines, immobiles, aéroanaérobies facultatifs et pousse a
45°C comme tous les entérocoques. E. faecalis fait partie de la flore digestive de I'nomme et des animaux.
Elle peut, par contamination de voisinage, coloniser la peau, notamment la région périnéale et le vagin.
Comme les entérocoques, cette espece peut se rencontrer dans I’environnement (eaux usées, eau douce et
sol), et contaminer les aliments. E. faecalis est principalement responsable d'infections urinaires. Les

infections peuvent avoir un caractére nosocomial (Archambaud et Clave, 2007).
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5-Les micromycetes
5-1-Aspergillus

Ce genre fait partie des Deutéromycetes (champignons imparfaits, reproduction asexuelle), ordre des
Hyphomyceétes, famille des Moniliaceae qui sont des champignons a conidiophores (Dao, 2005). Ils sont
caractérisés par un thalle végeétatif formé de filaments mycéliens hyalins, de diamétre fin et régulier, septés
et ramifiés. A I’examen microscopique, ils sont identifiés par la présence des tétes aspergillaires. Ils
poussent a 22-25°C et a 37°C pour I’espéce thermophile (A. fumigatus). Les Aspergillus sont des
champignons cosmopolites, trés répandus dans le milieu extérieur. Ce sont des champignons ubiquistes : ils
se rencontrent aussi bien en milieu rural (silos & grains, foin, paille tassée et humide, céréales ou fruits
moisis et matieéres organiques en décomposition) qu’en milieu urbain, et aussi bien a I’extérieur qu’a
I’intérieur des habitations (poussiéres accumulées derriere les meubles, cadres, faux plafonds, conduits
d’aération et plantes en pots). Les différentes enquétes aéromycologiques révelent que les spores
aspergillaires se situent au 4° rang des spores fongiques de I’air (aprés les spores d’Alternaria, de
Cladosporium et de Penicillium) (Chabasse et al., 2002).

Les Aspergillus sont des pathogénes opportunistes. Leur développement chez 1’hote nécessite
I’existence de conditions favorables, locales (cavernes tuberculeuse et cancer broncho-pulmonaire) ou
générales (corticothérapies prolongées et SIDA). En outre, des facteurs environnementaux (abondance des
spores aspergillaires dans 1’air inhalé lors de la manipulation du fumier, du foin moisi) ou liés au
champignon (taille des spores aspergillaires, thermotolérance et facteurs de virulence) contribuent a la
fréquence de la pathologie aspergillaire. Les Aspergillus sont ainsi a 1’origine de diverses mycoses. Ils sont
principalement des pathogénes respiratoires. Aspergillus fumigatus est I’espéce la plus pathogeéne,
responsable d’environ 80 a 90% des aspergilloses humaines suivie par Aspergillus flavus qui est un agent
d’aspergillose pulmonaire ou généralisée chez I’immunodéprimé (Chabasse et al., 2002).

5-2-Alternaria

Ce genre fait partie des Deutéromycetes (champignons imparfaits, reproduction asexuelle), ordre des
Hyphomycétes, famille des Dematiaceae. lls ont des hyphes septés, ramifiés et certains filaments sont
pigmentés en brun. En microscope optique, ils sont identifiés par la présence des conidies brunes,
pluricellulaires, d’aspect piriforme ou ovoide avec une partie basale arrondie et une extrémité apicale
allongée en bec plus ou moins important (dictyospore). Les Alternaria sont des saprophytes ou des parasites
des plantes trés répandus. Chez I’immunodéprimé, ils sont impliqués dans des lésions de
phaéohyphomycoses cutanées ou sous-cutanées, plus rarement profondes. Ce sont trés rarement des agents
d’onychomycoses (Chabasse et al., 2002). Alternaria alternata est pathogéne pour I’homme, les
mammiferes et elle est aussi phytopathogéne (OFEFP, 2004).

5-3-Cladosporium

Ce genre fait partie des Deutéromycetes (champignons imparfaits, reproduction asexuelle), ordre des

Hyphomyceétes, famille des Dematiaceae. Ces hyphes sont septés, pigmentés. Les conidiophores sont plus

foncés de longueur variable. Les conidies formées a I’extrémité des conidiophores sont de grande taille, uni
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ou pluricellulaire ; les suivants sont les plus petites et unicellulaire. Les conidies sont des dictyospore. Les
Cladosporium sont largement retrouvés dans le sol et sur de nombreux végétaux. Ils sont souvent isolés de
I’air ambiant (Chabasse et al., 2002). L’espéce type Cladosporium herbarum est pathogéne pour I’homme
(OFEFP, 2004).
6-Les antimicrobiens
6-1-Les Antibiotiques
6-1-1- Introduction

Pour de multiples raisons, il est apparu utile et, dans certains cas indispensable, de contréler le
développement des microorganismes, car certaines bactéries sont hautement pathogenes pour I'homme ou
I'animal et qu'il fallait tout naturellement se protéger de leurs effets néfastes et empécher la transmission des
maladies infectieuses. Les bactéries ne sont pas seulement nuisibles pour 'nomme et I'animal, mais d'autres
produits, substances ou matériaux peuvent étre détruits ou altérés sous l'effet de leur multiplication :
détérioration des produits alimentaires ; plusieurs monuments d'un grand intérét historique sont dégradés
(maladie de la pierre) ; les canalisations aussi peuvent étre perforées. Alors, il est devenu indispensable a
I'nomme de mener une lutte contre I'envahissement des microorganismes, pour conserver ses biens, son
potentiel industriel, son patrimoine artistique et pour "protéger son existence” méme. Les moyens de lutte
sont nombreux, les agents physiques (température et rayonnements), les agents chimiques (métaux lourds,
chlore et dérives et alcools) sont trés actifs mais nocifs, aussi bien pour les bactéries que pour les cellules
humaines ou animales. Mais il y a d'autres agents, possédants une "toxicité sélective" : ils s'opposent a la
multiplication bactérienne sans nuire aux cellules de I'hbte, et ils sont utilisés pour cette raison en
thérapeutique, ce sont les "Antibiotiques™ (Leclerc et al., 1995a). Les antibiotiques sont utilises dans la lutte
contre les infections bactériennes depuis la decouverte de la pénicilline (antibiotique naturel produit par les
champignons) en 1929 et des sulfamides (antibiotique synthétique) en 1935 (Peyrou, 2001).

6-1-2-Définition

Qui s'oppose a la vie, terme crée par Waksman (Berche et al., 1989). Ce sont des substances
chimiques élaborées par des microorganismes ; ces substances possédent le pouvoir d'inhiber la croissance
ou le développement d'autres microorganismes (bactéries) (Khiati, 1998), dans lesquelles elles pénetrent en
perturbant le métabolisme (Delamare, 1992) ou en agissant spécifiquement sur une étape essentielle de ce
dernier (Berche et al., 1989), mais qui sont dépourvus de toxicité pour les autres cellules humaines ou
animales (Leclerc et al., 1995a). Le cadre des antibiotiques était limité d'abord a des substances d'origine
biologique produites par des champignons, s'est élargi plus tard et comprend actuellement d'autres produits
possédant la méme action antibactérienne, mais obtenus par synthese (Delamare, 1992). Selon leur formule
chimique, la maniére dont-ils agissent sur les microorganismes et leurs effets cliniques, les antibiotiques sont
groupés en dix familles (Leclerc et al., 1995a ; Madigan et al., 1997).

Le mode d'action des antibiotiques est, soit bactériostatique (empéche le développement microbien) ;
soit bactéricide (qui détruit les germes) (Delamare, 1992 ; Khiati, 1998). Chaque antibiotique possede un

spectre d'action, sur la flore microbienne sur laquelle, il exerce son activité bactéricide ou bactériostatique, il
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est d'autant plus large, ou étendu, que le nombre des especes microbiennes sensibles est grand. Le spectre
d'action varie d'un antibiotique a I’autre (Delamare, 1992).
6-1-3-Mode d'action des antibiotiques et résistance bactérienne

Des docteurs dans un hopital en Australie rapporterent en 1948 que certaines bactéries semblaient étre
plus puissantes que la pénicilline. Une nouvelle question s'est imposée désormais : comment ces bactéries
pouvaient-elles échapper a I'action destructive de la pénicilline? (Hamza, 1993).

A la différence des antiseptiques, les antibiotiques agissent sur des cibles bactériennes précises, a des
concentrations mille a dix mille fois plus faibles que les antiseptiques. Chaque famille d'antibiotiques
regroupe un nombre de molécules trés variable, ayant une structure de base identique (Berche et al., 1989 ;
Leclerc et al., 1995a). En revanche, les bactéries avaient trouvé les moyens pour resister et par conséquent,
éviter l'action des antibiotiques, et se développer en présence d'une concentration en antibiotique
significativement plus élevée que celle habituellement active sur les souches de cette espéce (Leclerc et al.,
1995a).

En plus de son action sur les bactéries, un antibiotique peut exercer des effets néfastes sur les cellules
eucaryotes. Cette toxicité se manifeste la plupart du temps quand la dose administrée est trop élevée ou
lorsque le traitement est de longue durée (Berche et al., 1989).

6-2-Les antifongiques
6-2-1-Introduction

Pour lutter contre les mycoses, divers antifongiques sont utilisés. Les antifongiques agissent
difféeremment selon leur famille chimique sur les organites cibles des champignons (Viguié, 2000).
Actuellement, I'emploi du terme antifongique s'est élargi pour inclure a coté des produits naturels élabores
au cours du métabolisme secondaire de certains micro-organismes, des composés synthétiques et semi-
synthétiques. Selon l'activité qu'il exerce, un antifongique peut avoir un effet fongistatique (arréte la
croissance des champignons) ou fongicide (détruit completement la cellule fongique). Comparé aux
infections bactériennes, le traitement des mycoses est souvent beaucoup plus difficile. Cela s’explique par le
fait que les cellules des myceétes sont trés proches des cellules humaines et animales, ainsi les produits qui
sont toxiques pour le champignon pathogene peuvent 1’étre aussi pour les cellules de leurs hotes. Par
conséquent, la mise au point des drogues ayant une activité antifongique est délicate car ces composés
peuvent perturber également le fonctionnement des cellules hétes (Smaoui, 2010).

En agriculture, les antifongiques (qu’on appelle aussi "fongicides") sont devenus une partie intégrale
de production efficace. Plusieurs fongicides sont employes pour combattre des infections fongiques dans
I’environnement mais ne sont pas utilisés en médecine en raison de leur toxicité. L’utilisation d’agents
antifongiques de méme classe chez I’homme et dans ’environnement pose des problémes potentiels,
particulierement le développement des résistances. Les méthodes de lutte utilisées contre les micromycetes
phytopathogénes sont généralement chimiques. Ces fongicides peuvent étre organiques ou inorganiques.

Cependant, 1’utilisation massive des fongicides chimique a engendré des problémes trés graves sur
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I’environnement, la faune et la flore. Il est donc grand temps de limiter voir méme d’interdire leur
application et les remplacer par des usages biologiques (Smaoui, 2010).
6-2-2- Résistance aux antifongiques

A T’exemple des bactéries qui deviennent résistantes aux antibiotiques, les champignons pathogénes
pour I’homme (causant des mycoses) ainsi que les phytopathogeénes développent des formes de résistance
aux antifongiques et aux fongicides respectivement. La résistance clinique d’Aspergillus fumigatus aux
traitements par I’itraconazole, un des antifongiques les plus utilisés en médecine pour combattre les
aspegilloses, augmente de plus en plus (Smaoui, 2010).

6-3- Les antimicrobiens d’origine végétale
6-3-1- Introduction

Malgre I'importance des antibiotiques et des antifongiques, leur utilité dans le traitement des diverses
maladies infectieuses, plusieurs obstacles se sont manifestés : résistance, multi résistance, toxicité. L’usage
des plantes médicinales et leurs extraits contre ces maladies a été pratiqué chez toutes les civilisations
anciennes. De nos jours, les plantes offrent un nouvel espoir de lutte contre les maladies infectieuses causées
par des bactéries, des champignons, des levures ou des virus, puisque le rapport effet thérapeutique/toxicité
est maximal. Un nombre important de publications scientifiques traite les effets antimicrobiens des plantes
médicinales et aromatiques (Benzeggouta, 2015).

6-3-2-Les plantes, source naturelle d’antimicrobiens

La rareté des maladies chez les plantes sauvages s’explique par 1’élaboration d’un systéme de défense
naturelle, qui leur permet de lutter efficacement contre les pathogénes (Guinoiseau, 2010). Pour se protéger
contre les bactéries, les champignons et les virus, les plantes synthétisent, de maniére constitutive ou induite,
une multitude de molécules antimicrobiennes (Jones et Dangl, 2006 ; Gibbons, 2008). L’originalité de ce
systtme de défense réside dans I’exceptionnelle variabilité chimique des molécules produites (Murphy
Cowan, 1999 ; Gibbons, 2008).

Les plantes synthétisent plus de 100 000 petites molécules dotées pour la plupart d’une activité
antibiotique. En général, cette activité est inférieure a celle exercée par les antibiotiques d’origine
microbienne (Tegos et al., 2002 ; Lewis et Ausubel, 2006).

6-3-2-1-Les flavonoides

L’activité antimicrobienne des flavonoides a été démontrée par de nombreuses études. Cette activité
est due principalement a la capacité de ces molécules a inhiber I’expression de I’ADN et la synthése de
certaines enzymes et protéines membranaires des microorganismes (Ulanowska et al., 2006).

Les flavonoides ont une activité antibactérienne tres vaste et trés diversifiée. En effet, ils s’attaquent a
un grand nombre de bactéries avec une intensité différente selon le microorganisme et 1’écosysteme dans
lequel il se trouve : les flavonoides sont capables d’inhiber la croissance des différents types de bactéries :
Staphylococcus aureus (Babayi et al.

2004), Escherichia coli (Ulanowska et al., 2006), Enterococcus feacalis, Enterobacter cloaceae,
Heliotropium sinuatum, Proteus mirabilis (Didrak 1999, Modak 2001, Okigbo et al., 2005).
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Chaque composé agit spécifiquement sur un ou plusieurs germes. Exemple : sur plusieurs bactéries
testées, ’apigénine n’a montré une faible activité que contre Staphylococcus aureus, toutes les autres ont été
fort sensibles a ce flavonoide. Au contraire, la
galangine n’a donné une activité que sur Staphylococcus aureus ; les autres microorganismes se sont avérés
résistants contre cette molécule (Basile et al., 1999 ; Cushnie et al., 2003 ; Martini et al., 2004).

Les flavonoides ont une activité antifongique trés puissante. L’une des études les plus importantes sur
cette activité était celle d’Ortuno et al. en 2006 qui ont démontré I’activité des flavanones glycosides et des
polyméthoxyflavones extraites de Citrus parasidi et Citrus sinensis sur Penicillium digitatum. En effet, la
naringénine, 1’hespéridine, la nobilétine, la simensétine et la tangerétine extraites de ces deux especes de
Citrus servent a protéger ces derniéres contre les attaques de Penicillium digitatum (Ortuno et al., 2006).

Batawita et al. en 2002, ont aussi démontré que les flavonoides extraites de Conyza aegyptiaca L.,
avaient une action fongicide et fongistatique sur les différents agents de mycoses : Microsporum canis,
Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes et Candida zeylanoides. D’autres flavonoides extraits
de Tibouchina grandifolia ont montré une forte activité antifongique contre différents types de moisissures
(Kuster et al., 2009).

Bien que le mécanisme d’action des flavonoides sur les microorganismes demeure encore imprécis,
certaines études ont commencé a donner un début d’explication de leur activité antibactérienne en citant des
exemples bien explicites ; comme celui de la quercétine censée agir sur I’ADN gyrase d’Escherichia coli
(Dadi et al., 2009).

La sophoroflavanone G, certaines catéchines (flavan-3-ols), la 2,4,2’-trihydroxy-5’-méthylchalcone, la
naringénine et la quercétine possedent un effet antibactérien en provoquant un changement de permeabilité
membranaire. Les licochalcones interférent avec le métabolisme énergétique en inhibant la NADH
cytochrome c réductase (Cushnie et al., 2005).

6-3-2-2-Les tannins

Les tannins ont une action antibactérienne puissante leur permettant d’inhiber la croissance des
bactéries ruminales (dont certains sont sporogénes) comme Clostridium aminophilum, Butyvibrio
fibrisolvens, Clostridium proteoclasterium, ainsi que les bactéries responsables de différentes infections
chez I’lhomme : Echerichia coli, Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Proteus mirabilis (Chatterjee,
2004 ; Leitao, 2005). L’inhibition bactérienne par les tannins est dépendante de la structure et du degré de
polymérisation de ces derniers, mais ceci n’est pas toujours le cas (Sivakumaran et al., 2004).

Les tannins condenses comme les hydrolysables, ont une action inhibitrice contre les moisissures et les
levures. Comme exemple, on a les proanthocyanidines du thé qui ont montré un role dans la protection de
cette plante contre Exobasidium vexans (Punyasiri et al., 2005).

6-3-2-3-Les saponines

Bader et al. en 2000 ont montré que l'activité antimycotique des saponines contre Candida albicans
peut étre sous l'influence de la variation des unités hétéroglycosidiques et les acyles glycosidique liés au
carbone C-28 de I'aglycone.



46

6-3-2-4-Autres

La berbérine, un alcaloide isolé de Berberis vulgaris, a des propriétés antimicrobiennes ayant pour
cible cellulaire I’ADN (Amin et al., 1969 ; Rabbani, 1987).

La xanthone, molécule géranylée, isolée des plantes Garcinia cambodgiae, présente une haute activité
antistaphylococcique (Inuma et al., 1998).

Chomnawang et al. (2009) a identifié¢ un dérivé prénylé de la xanthone, 1’a-mangostine, actif contre un
isolat clinique SARM (Staphylocoques dorés résistants a la méthicilline).
7-Technique de mesure de I’activité antimicrobienne

Il existe de nombreuses méthodes d’essais de sensibilité des agents pathogénes aux antimicrobiens.
Les 3 méthodes suivantes sont les seules qui fournissent des résultats reproductibles et répétables quand
elles sont réalisées correctement (OIE, 2008) :

+ La diffusion sur disque
+ La dilution en bouillon
+ Ladilution en gélose.
On va détailler simplement la technique qu’on a utilisée durant nos expérimentations.
% Meéthode de la diffusion sur disque

Cette méthode a exactement le méme principe que celui des tests d’antibiogramme. C'est-a-dire,
I’application des disques imprégnés de principes actifs sur des milieux de culture ensemencés par des
microorganismes. L’activité antimicrobienne, quand elle était présente, se manifestait alors par des zones
d’inhibition autour des disques (Osato, 2009 ; Liao et al., 2010).

La diffusion de ’agent antimicrobien dans le milieu de culture ensemencé résulte d’un gradient de
I’antimicrobien. Quand la concentration de I’antimicrobien devient si diluée qu’il ne peut plus inhiber la
croissance de la bactérie testée, la zone d’inhibition est démarquée. Le diametre de cette zone d’inhibition
autour du disque de I’antimicrobien est corrélée avec la concentration minimale inhibitrice (CMI) pour la
combinaison particuliére bactérie/antimicrobien, la zone d’inhibition correspond inversement a la CMI de
I’essai. Généralement, plus la zone d’inhibition est importante, plus la concentration d’antimicrobien
nécessaire pour inhiber la croissance bactérienne des organismes est faible. Les disques devraient étre
distribués également de sorte que les zones d’inhibition autour des disques antimicrobiens dans I’essai de
diffusion en disque ne se chevauchent pas et qu’ainsi la zone d’inhibition puisse étre déterminée.
Généralement, cela peut étre effectué si les disques sont distants d’au moins 24 mm de centre a centre, bien
que cela dépend de la concentration du disque et de la capacité de 1’antimicrobien a diffuser dans la gélose
(El kalamouni, 2010).
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Chapitre 4 : Présentation des plantes étudiées

1-Atractylis humilis

Cette espece est classée selon I’APG II (Dupont et Guignard, 2007), comme suit :
Regne : Végetal
Embranchement : Spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Eudicots

Sous classe : Euastéridées Il
Ordre : Astérales

Famille : Astéracées

Genre : Atractylis

Espece : Atractylis humilis L.

1-1-La famille des Astéracées

Les Astéraceées ont été connu sous le nom des Composées (Composacées, Compositae) (Giseke,
1792). Cette famille est l'une des plus vastes familles dans le régne végétal. Elle comprend plus de 1 000
genres et entre 20 000 et 25 000 espéces (Spichiger et al., 2004 ; Dupont et Guignard, 2007). C’est la famille
la plus importante de notre territoire puisqu'elle renferme 408 espéces réparties en 109 genres (Quézel et
Santa, 1963).

Les plantes de la famille des Astéracées sont les plus importantes des plantes a ovaires. Elles sont
répandues dans le monde entier, surtout dans les régions tempérées, moins fréquentes dans les foréts
tropicales humides (Spichiger et al., 2004 ; Dupont et Guignard, 2007).

Les Astéracées est une famille particulierement riche en especes médicinales. Elle comprend
notamment, des plantes utilisées dans le traitement des maladies parasitaires et anti-infectieuses (Bruneton,
2001). Citant les especes Echinops ellenbeckii et Echinops longisetus, dont 1’activité antifongique des
extraits des feuilles et des racines tels que les alcaloides, les saponosides et les polyphénols est remarquable
(Hymete et al., 2005). Aussi, les flavonoides extraites des feuilles des especes Flauresia cernua, Flauresia
microphylla, Flauresia oxysporum, Flauresia setinophylla ont une activité antifongique (Jasso et al., 2007).

En médecine populaire africaine, on peut citer ’activité antidiabétique des especes Ageratum
conyzoides L., Eclipta prostrata L., Vernonia colorata (Willd.) Drake (Tra Bi et al., 2008).

1-2-Le genre Atractylis

Le genre Atractylis est distribué partout dans le monde, mais il est abondant spécialement dans la
région méditerranéenne. Ce genre est représenté en Afrique du nord par 16 especes (Ozenda, 1991 ; Quézel
et Santa, 1963).

L’espéce Atractylis gummifera occupe la premiére position des plantes responsables d’intoxications
(Larabi et al., 2012). Mais, elle a des utilisations thérapeutiques surtout contre les parasites intestinaux,

’ulcére, la morsure des serpents et 1I’hydropisie (Larrey et Pageaux, 1995). La racine des espéces (Atractylis
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carduus et Atractylis mernephthae) est utilisee pour le traitement des problemes du systéme neveux central,
I’hysterie et le rhumatisme (Ahmed Fahmi Aissa, 2013).

Les especes d’Atractylis ont attiré peu d’attention concernant 1’é¢tude phytochimique (Chabani et al.,
2013)

Les principaux composés phytochimiques d’Atractylis gummifera des racines sont les diterpenes
glycosides, les carboxyatractylosides et les wedelosides (Georgiou, 1988).

1-3-Atractylis humilis
1-3-1-Description

Elle est appelée aussi en Algérie Teskeur ou Tabog. Plante avec capitules non enfoncés dans les
feuilles des rosettes, solitaires au sommet des rameaux. Capitules globuleux (Figure 4). Fleurs du rayon
parfois rayonnantes (var. radians). Plante constituant des touffes épaisses. Feuilles petites, lancéolées-
linéaires, pubescentes ou glabres, a bords épaissis en nervure marginale et réguliérement dentés-épineux.
Capitules de 15 mm sur 20 en moyenne (parfois plus). Involucre supplémentaire a bractées assez semblables
aux feuilles ou plus épineuses. Involucre proprement dit a bractées tronquées et dont la nervure dorsale se
prolonge en épine subulée. Bractées parfois tachées de noir au sommet (Queézel et Santa, 1963).

Habitat naturel : Foréts, paturages pierreux, steppes (Quézel et Santa, 1963).
1-3-2-Travaux antérieurs
1-3-2-1-Le genre Atractylis

Tres peu de travaux ont été réalisés sur le genre Atractylis, la seule espece qui a attirée les chercheurs
c’est Atractylis gummifera.

En 1866, Lefranc a essayé d’isoler pour la premicre fois une substance toxique a partir des racines
d’Atractylis gummifera.

En 1964, Stanisls et Vignais ont isolé pour la premiére fois le caboxyatractyloside a partir des racines
d’Atractylis gummifera.

En 1975, Norman et al. ont rapporté I’utilisation traditionnelle des racines d’Atractylis gummifera
contre la fertilité humaine.

En 1985, Caravaca Magarinos et al. ont étudié I’effet d’intoxication par les racines d’Atractylis
gummifera sur les reins et le foie. L’étude a porté sur des humains a 1’état clinique. Ensuite une étude
proprement dite a été réalisé sur des rats de laboratoire.

Georgiou en 1988, a etudié la composition phytochimique des racines d’Atractylis gummifera. Les
principaux composés sont : des diterpénes glycosides, les carboxyatractylosides et les wedelosides.

En 2009, Bouaziz et al. ont étudié la teneur en polyphénols et en flavonoides, 1’activité antioxydante et
antimicrobienne des extraits des parties aériennes d’Atractylis serratuloides, récoltée au sud tunisien.

En 2011, Abdel Rahman et al. ont réalisé un screening phytochimique sur les parties aériennes
d’Atractylis carduus récoltés en Egypte. Ils ont révélé la présence des alcaloides, des stéroides, des
saponines, des anthraquinones et des flavonoides. Parallélement, ils ont étudié I’activité antibactérienne des

extraits méthanolique et hexanique.
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1-3-2-2-Atractylis humilis
La seule étude de I’activité biologique d’Atractylis humilis qu’on a trouvé est celle de Pascual-

Villalobos et Robledo (1998), ils ont mis en évidence 1’activité insecticide contre Triboilum castaneum.
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2-Eryngium maritimum

Cette espece est classée selon I’APG II (Dupont et Guignard, 2007), comme suit :
Regne : Végetal
Embranchement : Spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Eudicots

Sous classe : Euastéridées Il

Ordre : Apiales

Famille : Apiacées

Genre : Eryngium

Espece : Eryngium maritimum L.

2-1-La famille des Apiacées

La famille des Apiacées (Ombelliferes) comprend environ 2 000 espéces (Lupoli, 1994). C’est la
famille la plus importante dans la flore algérienne dont elle est représentée par 55 genres (Quézel et Santa,
1963).

Cette famille comprend beaucoup d’espéces d’intéréts alimentaires. Quelques unes sont cultivées pour
leurs racines comme la carotte ou le panais. De nombreuses autres contiennent des substances aromatiques
specifiques et sont donc cultivées pour leur fruits, leurs tiges ou leurs feuilles pour servir de condiments ou
d’épices (le céleri, le fenouil, le persil). D’autre sont toxiques pour I’homme (la grande cigué, le cerfeuil
enivrant, 1I’cenanthe) (Lupoli, 1994).

Le panais est riche en antioxydants (I’apigénine) et en polyacétylénes qui réduisent 1’activité d’un
enzyme impliqué dans le développement du cancer (Devaure, 2011).

Foeniculum vulgare est une plante aromatique riche en huile essentielle. Elle possede des propriétés
antiseptiques, emmeénagogues et traite les gastroentérites (EL Rhaffari, 2008).

2-2-Le genre Eryngium

Le genre Eryngium comprend 250 especes. Il est considéré comme le plus large genre dans la famille
des Apiacées avec approximativement trois quart des especes de la sous-famille (Saniculoideae). Le genre
Eryngium est distribué dans les régions tempérées de tous les continents. La richesse en espéces est inégal
entre I’hémisphére est et ouest du globe terrestre (Erdelmeier et sticher, 1986 ; Calvino et al., 2008).

L’effet des racines des différentes espéces d’Eryngium contre les maladies inflammatoires est connu
en médecine traditionnelle a travers le monde ; a titre d’exemple Eryngium campestre soulage les cedémes
(Leporatti et Ivancheva, 2003), aussi les inflammations urinaires et rénales (Gruenwald et al., 2000).
Eryngium creticum est utilisée en blessure inflammatoire (Ali-Shtayeh et al., 1998). Eryngium triquetrum
est utilisée contre les douleurs des intestins et contre I’amygdalite des enfants (Bellakhdar, 1997).

Les especes du genre Eryngium sont connues pour leurs richesses en acétylénes, en flavonoides, en

coumarines et en saponines triterpénes (Erdelmeier et sticher, 1986).



51

2-3-Eryngium maritimum
1-3-1-Description

Cette espéce est connue par les noms : Chardon bleu, Chardon des dunes, Panicaut de mer, Panicaut
des dunes ou Panicaut maritime ; en Algérie : Guorgaa. C’est une plante vivace glabre, peu rameuse, teintée
de bleu acier ou de bleu-vert (Figure 4). Feuilles radicales arrondies avec 3-5 lobes et un long pétiole.
Feuilles caulinaires sessiles, lobée, épineuse. Inflorescence globuleuse a ovale de 1-3 cm, trés floriféres,
entourées a la base de 3-5 larges bractées spinescentes. Sépales lancéolées et apiculés de 5 mm de long. 5
pétales bleus plus courts que les sépales. Fruit de 13-15 mm de long avec le calice persistant, couvert
d’écailles quadrangulaires (Lippert et Podlech, 2010). Son habitat est le sable du littoral. L’aire de
distribution de cette espece, les cotes d’ Afrique du nord et presque toute I’Europe, a I’exception de 1’extréme
nord (Lippert et Podlech, 2010).

1-3-2-Travaux antérieurs

Heywood en 1971 a décrit 'utilisation d’E. maritimum : commestible et comme substituant d’E.
campestre.

Une équipe de recherche allemande, dirigé par le Dr. Hiller, est celle qui a contribué a I'étude des
saponines d’E. maritimum (Hiller et al., 1976).

Font Quer en 1979, dans son traité des plantes médicinales, rassemble les propriétés attribuées
traditionnellement a E. maritimum présente dans la Péninsule Ibérienne. La décoction des racines est
diurétique, emmeénagogue, carminatif et traite les crampes abdominales. Par son contenu en saponine, la
racine est recommandée contre 1'hydropisie et les cedémes des membres inférieurs.

Lisciani et al. en 1984 ont effectué une étude sur les propriétés anti-inflammatoires d'E. maritimum.
Les extraits chloroformique et éthanolique des racines ont été administrés a des rats de laboratoire avec des
cedemes de jambe induits. L’extrait chloroformique a inhibé I’cedéme de jambe a partir d’une dose 1248
mg/kg (4 g de plante séche). L’étude phytochimique a révélé la présence des saponines triterpenes, des
flavonoides et trois acides organiques (acide pipécolique, acide tiglique et acide angélique).

Kubeczka et al. en 1998 ont étudié les huiles essentielles d’E. maritimum. Les huiles essentielles des
feuilles et des fruits sont caractérisées par 1’abondance du germacréne D (43,1% et 42,0%) respectivement,
et la présence d’un nouvel aldéhyde sesquiterpéne, soit le 9-muuroléne-15-aldéhyde (22,4% et 16,4%)
respectivement. Les principaux composés des huiles essentielles des racines sont y-guaiéne (40,2%), 2,3,4-
triméthyl benzaldéhyde (24,0%) et germacréne D (10,6%).

Andrew en 2001, dans son Larousse des plantes médicinales, a donné la description botanique,
I’habitat, I’usage thérapeutique d’E. maritimum et les principaux constituants phytochimiques des racines, a
savoir : les saponines, les coumarines et les flavonoides.

Kupeli et al. en 2006 ont étudié 1’activité anti-inflammatoire des extraits éthanolique et aqueux des
parties aériennes et des racines d’Eryngium maritimum.

Meot-Duros et al. en 2008 ont étudié D’activité antioxydante et antimicrobienne des extraits

chloroformique et méthanolique des feuilles d’E. maritimum.
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Thiem et al. en 2010 ont étudié I’activité antimicrobienne des extraits éthanolique des feuilles et des
racines d’E. maritimum contre deux bactéries-cibles et cinq champignons-cibles. Les résultats ont prouvé

une activité inhibitrice remarquable contre Staphylococcus aureus et tous les champignons-cibles.
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3-Salvadora persica

Cette espece est classée selon I’APG II (Dupont et Guignard, 2007), comme suit :
Regne : Végétal
Embranchement : Spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Eudicots

Sous classe : Eurosidées Il

Ordre : Brassicales

Famille : Salvadoraceae

Genre : Salvadora

Espece : Salvadora persica Garcin

3-1-La famille des Salvadoracées
La famille des Salvadoracées est une famille de plantes dicotylédones comprenant une dizaine
d’especes réparties en 2 a 3 genres. Ce sont des arbres, arbustes parfois épineux, parfois rampants, des
milieux arides ou salés, des régions subtropicales a tropicales. On les rencontre en Afrique, a Madagascar,
au sud de I'Asie et en Malaisie (Chuang, 1981).
3-2-Le genre Salvadora
Les deux espéces les plus connus sont : Salvadora oleoides et Salvadora persica. Salvadora oleoides a
une activité stomachique, antimicrobienne, diurétique, astringente, aphrodisiaque, anti-inflammatoire,
analgésique, hypolipidémique. Elle est utilisée pour le traitement des bronchites, les tumeurs, les troubles de
nez et les gonorrhées (Verma et al., 2011).
Les constituants phytochimiques de Salvadora oleoides sont : les alcaloides et les méthylamines dans
les feuilles et les racines et les acides gras dans les graines (Jayvir et al., 2002).
3-3-Salvadora persica
3-3-1-Description
Salvadora persica (hom commun : Miswak ou Araak) est un petit arbre ou un arbuste avec un tronc
tortueux, rarement plus d'un pied de diamétre (Figure 4). Son écorce est scabreux et fissurés, blanchatre avec
extrémités pendantes. L'écorce de la racine de I'arborescence est similaire au sable et les surfaces intérieures
ont une méme légére nuance de brun. Cette plante a un parfum agréable, mais aussi un goQt chaud et
piquant. Elle perd ses feuilles depuis la fin de décembre a janvier. Au Pakistan, ces arbres anciens,
majestueux et robustes sont plus étroitement associés aux cimetieres comme le Cyprés dans la culture
anglaise (Flora of Pakistan, 2013).
Salvadora persica est un arbuste avec les branches blanches, localement connues sous le nom d'Araak.
Il est largement distribue, particuliérement dans le Moyen-Orient, 1’ Afrique, le sous-continent Indien, et le
Soudan. Cette plante est adaptée aux sols salins ou la concentration en sel du sol empéche la croissance de la
plupart des plantes (Tackholm, 1974 ; Nadkarni, 1976 ; Zodape et Indusekhar, 1997).


http://fr.wikipedia.org/wiki/Famille_(biologie)
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http://fr.wikipedia.org/wiki/Arbuste
http://fr.wikipedia.org/wiki/Afrique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Madagascar
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3-3-2-Usage thérapeutique

Salvadora persica est employée comme décoction pour le traitement de la splenomégalie, le
rhumatisme, des tumeurs et des calculs rénaux par les médecins populaires. L'utilisation la plus importante
de cette plante est celle de la tige et de la racine par les musulmans comme des brosses de dents, connue
sous le nom de meswak. L’effet antibactérien, anti-inflammatoire et les effets modérément hypoglycémiques
de la plante ont été rapportes par Harfi et Lundberg en 1997. Le baton de mastication est pris la plupart du
temps de la racine de la plante S. persica (Harfi et Lundberg, 1997). Elle est utilisée en Sénégal pour le
traitement de 1’appareil respiratoire (Sarr et al., 2010). Les feuilles ont un effet diurétique (Watt et Breyer-
Brandwijk, 1962). En Algérie, la tige est employée comme brosse de dent. Par ailleurs, les feuilles sont
utilisées en décoction pour le traitement de I’ictére, des aphtes, I’aménorrhée, la gonorrhée et la syphilis
(Hammiche and Maiza, 2006).

En plus, I’effet antimicrobien connu de cette plante a encouragé les industriels a utiliser la tige broyée
comme ingrédients dans les produits d’hygiéne buccale (Ainamo et Etemadzadeh, 1987 ; Smith et al., 1996 ;
Ahmed et al., 2008).

3-3-3-Travaux antérieurs

Farooqi et Srivastava (1968) ont étudié la composition phytochimique des racines. Ils ont isolé le
benzy-lisothiocyanate. Ils ont aussi révélé la présence des saponines, des tannins, de la silice, la résine, le
trimethylamine et les alcaloides.

Ray et al. en 1975 ont étudié la composition phytochimique. Ils ont isolé le B-sitostérol, I’acide
anisique et le salvadourée.

En étudiant la racine, Lewis et Elvin-lewis en 1977 ont révélé la présence d’une proportion tres élevée
de minéraux (27,06%).

En 1981, Ezmirly et EI-Nasr ont isolé le glucotropaéoline des racines de Salvadora persica.

El-Mostehy et al. en 1983 ont rapporté la présence des substances phytochimiques : Triméthylamine,
les alcaloides, les chlorides, les fluorides, la silice, le sulfure, la vitamine C, les tannins, les saponines, les
flavonoides et les stérols.

En 1984, Ma’Ayergi et al. ont étudié 1’écologie, la distribution géographique et les constituants
chimiques de Salvadora persica. Ils ont prouvé que le miswak contient le mucilage (2,2%) et les stérols (B-
sitostérol, stigmastérol, campestérol). lls ont aussi analysé les acides gras constituant le miswak.

Al-Lafi et Ababneh en 1995 ont étudié I’activité antibactérienne des extraits de miswak contre les
bactéries buccales (aérobies et anaérobies). L’effet le plus remarquant était observé contre Staphylococcus
aureus.

Mansour et al. en 1996 ont étudi¢ I’effet analgésique de la décoction de miswak chez des rats injectés.

El-Sadhan et Almaz en 1999 ont étudié la composition phytochimique du miswak. lls ont révélé la

présence des constituants phytochimique : les alcaloides, les tannins, les saponosides, les flavonoides et les stérols.
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Jayvir et al. en 2002 ont sélectionné des plantes médicinales utilisées fréeqguemment en Inde dans un
glossaire. Ils ont décrit pour chaque espece, le nom vernaculaire, I’utilisation traditionnelle, la partie utilisée
et la composition phytochimique. Parmi ces espéces, on trouve Salvadora persica.

Darmani et al. en 2003 ont étudié I’effet de I’extrait de miswak sur le systeme reproductive des rats.

En 2003, Alali et Al-Lafi ont rapporté les analyses CPG-SM des huiles essentielles des feuilles de
Salvadora persica collectées des arbres poussant en Jordanie. lls ont identifié sept composes majeurs
(benzyle nitrile, isothymol, thymol, eugénol, B-caryophylléne, eucalyptol et isoterpinoléne).

En 2007, Arora et Kaushik ont étudié I’activité antioxydante des racines de Salvadora persica in vitro.
Cette étude comprend le test de I’activité antioxydante des extraits alcoolique et aqueux en utilisant
différentes methodes.

En 2008, Ahmed et al. ont étudié la composition phytochimique des graines de Salvadora persica
récoltées des arbres poussant en sud-est de I’Egypte. Le screening phytochimique a révélé la présence des
carbohydrates, des glycosides, des stérols, des terpénes, des flavonoides et des alcaloides. L’extrait
alcoolique possede une activité antimicrobienne contre Proteus vulgaris.

En 2008, Al-Bayati et Sulaiman ont étudi¢ ’activité antimicrobienne des extraits des tiges de
Salvadora persica. L’extrait méthanolique et I’extrait aqueux étaient testés contre sept microorganismes

isolés des infections bucco-dentaires d’Iraq.



56

Figure 4. Photos des plantes sélectionnées. A : Eryngium maritimum (wikimedia commens, 2013). B:

Atractylis humilis (wikimedia commens, 2013). C: Salvadora persica ‘Rameau’ (wikimedia commens,

2013). D : Salvadora persica ‘L’arbre entier’ (wikimedia commens, 2013).


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/3f/Atractylis_humilis_Inflorescencia_2010-7-02_LagunadelaMata.jpg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/fb/Salvadora_persica_(Peelu)_W2_IMG_6937.jpg
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Chapitre 1 : Le choix des plantes médicinales

1-Présentation de la zone d'étude

Nous avons mené nos investigations dans la commune d’Ain Fezza qui fait partie de la daira de
Chetouane, wilaya de Tlemcen. Elle est constituée a partir des localités suivantes : Ain Fezza, Oucheba,
Oum El Allou, Tizi, Tagma, Ain Beni Add. Le territoire de cette commune est situé au nord-est de la wilaya
de Tlemcen, a environ 8 km a vol d’oiseau a I’est de Tlemcen, avec les coordonnées géographiques
suivantes : 34°52°45’N et 1°14’18°’E en DMS (degrés, minutes, secondes).

Ain Fezza par sa situation géographique présente une grande diversité de biotope occupée par une
importante richesse floristique. On trouve des formations arborescentes qui occupent surtout les montagnes
d’Ourit au sud ouest de la commune (Bouazza et al., 2001). Aussi, des formations arbustives et herbacées
qui occupent la grande surface de la commune.
2-Enquéte ethnobotanique

Afin de sélectionner les plantes médicinales utilisées contre les affections a caractére épidémique
(infections bactérienne et fongique, diabéte et maladie cardiovasculaire), nous avons fait appel aux
tradithérapeutes de la région d’Ain Fezza. Cette enquéte a été réalisée en 2007.

Les différentes especes récoltées ont été identifiées par : Pr. Bouazza M., Dr. Stambouli-Meziane H.
(Maitre de conférence « A ») et le Dr. Henaoui S. E. (laboratoire Ecologie et Ménagement des Ecosystémes,
département de Biologie et Environnement, université de Tlemcen). Les différents spécimens ont été
conservés dans I’herbier du laboratoire des Produits naturels (département de Biologie, université de
Tlemcen). Nous avons attribué pour chaque espéce, le nom scientifique, le nom commun, 1’utilisation
traditionnelle, la partie utilisée, le mode d’emploi, la répartition géographique, I’importance populaire et la
fréquence d’utilisation de ces plantes. Nous avons attribué¢ également un code pour chaque spécimen :
PNkw1, PNkw2, PNkw3, PNkw4, PNkw5, PNkw6, PNkw7, PNkw8, PNkw9, PNkw10, PNkw11, PNkw12,
PNkw13, PNkw14 et PNkw15.
3-La sélection des plantes a étudier

Le choix des plantes a étudier a été basé sur plusieurs criteres :

« L’utilisation traditionnelle ;

% La bibliographie : La composition phytochimique, I’activité biologique et les travaux antérieurs ;
% La fréquence d’utilisation par la population de la région ;

% L’intérét économique ;

¢ L’abondance de I’espece a 1’état spontanée ;

¢ Le degré de toxicité.

Finalement, le choix est porté sur les plantes suivantes : Atractylis humilis, Eryngium maritimum et
Salvadora persica.

Atractylis humilis était choisie pour les raisons suivantes :
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L’utilisation traditionnelle par la population d’Ain Fezza contre les dermatophytes et les infections
intestinales ;

L’abondance de I’espece a 1’état spontanée dans la région d’Ain Fezza ;

La valorisation économique : elle n’est pas utilisée dans les secteurs suivants : 1’agriculture,
I’industrie ou bien 1’¢levage du bétail ;

Cette espece végétale n’est pas toxique.

Eryngium maritimum a été choisie pour les raisons citées ci-dessous :

L’utilisation traditionnelle des racines par la population d’Ain Fezza dans les soupes a titre
préventive ;

La fréquence d’utilisation par la population d’Ain Fezza ;

Les travaux antérieurs : traitement du Scorbut ;

Cette espece végétale n’est pas toxique.

Enfin, nous avons choisi Salvadora persica selon les critéres suivants :

L’utilisation traditionnelle des feuilles et des tiges par de nombreux pays contre les microbes ;

La fréquence d’utilisation par le monde entier des tiges « Miswak » en vie courante.

L’ouverture du marché industrielle sur la manufacture de différents produits d’hygiéne et
cosmétique a base de cette plante ;

La non-exploitation de cette plante en Algérie.
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Chapitre 2 : Etude phytochimique

1-Collection du matériel vegétal

Les espeéces selectionnées suivantes : Atractylis humilis et Eryngium maritimum ont été identifiees par
le laboratoire d’Ecologie et Ménagement des Ecosystemes, département de Biologie et Environnement,
université de Tlemcen alors que I’espéce Salvadora persica était identifié par le Parc National de Tassili

N’Ajjer. Les plantes ont été classées dans le laboratoire des Produits Naturels.

Tableau 1. Lieux, périodes des prélevements et parties utilisées des especes étudiées

Plante Lieu du Période de Partie de la plante
prélévement prélévement utilisée
Atractylis humilis Ain Fezza Juin 2007 Racines et Feuilles
Eryngium maritimum Tlemcen Avril 2010 Racines
Salvadora persica Ahaggar 2005 Feuilles et Tiges

1-1-Atractylis humilis
Les plantes entieres d Atractylis humilis ont été récoltées dans la région d’Ain Fezza en 2007 (Tableau
1 et Figure 5). On a séparé les différents organes a savoir : racines et feuilles. Puis, ils ont été séchés a 1’air
libre et a I’obscurité, broyés et stockés a 4°C.
1-2-Eryngium maritimum
Les racines d’Eryngium maritimum ont été récoltées dans la région de Tlemcen en 2010 (Tableau 1 et
Figure 5). Puis, elles ont été séchées a I’air libre et a I’obscurité, broyées et stockées a 4°C.
1-3-Salvadora persica
Les feuilles et les tiges de Salvadora persica ont été récoltées dans la région d'Ahaggar a Tamanrasset
(sud d’Algérie) en 2005 (Tableau 1 et Figure 5). Puis, elles ont été séchées a 1’air libre et a I’obscurite,

broyées et stockées a 4°C.
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2-Extraction des composés phytochimiques

L'extraction est une €tape trés importante avant 1’analyse quantitative et qualitative proprement dite.
Elle est influencée par la méthode d’extraction choisie en fonction des composés phytochimiques a étudier.
Des étapes supplémentaires de purification des échantillons peuvent étre nécessaires en vu d’éliminer des
composés tels que les cires, les graisses, les terpenes et les chlorophylles (Muanda, 2010).
3-Reéactions de caracterisation

Le screening phytochimique est le moyen indispensable pour mettre en évidence la présence des
groupes de familles chimiques présentes dans une drogue donnée (Badiaga, 2011).

Il consiste a effectuer des tests chimiques simples pour détecter la présence des familles chimiques
dans un extrait de plante (Harborne, 1973). Des tests utilisés dans des criblages phytochimiques devraient
étre simple et rapide, car beaucoup d’échantillons devront étre traités (Sofowara, 2010). Le principe est basé
soit sur la formation de complexes insolubles en utilisant des réactions de précipitation, soit sur la formation
de complexes colorés en utilisant des réactions de coloration (Sofowara, 2010). Ils présentent des
imprécisions car ils sont basés sur I’analyse qualitative (Badiaga, 2011).

3-1-Préparation des extraits aqueux

Dans un ballon monocol, surmonté d’un réfrigérant, 6 g de matériel végétal est mis en présence de 100
ml d’eau distillée. L’ensemble est porté a reflux pendant une heure. Ensuite, le mélange est filtré et I’extrait
aqueux a subi la caractérisation phytochimique (Badiaga, 2011).

La caractérisation phytochimique était réalisée seulement pour Atractylis humilis en raison du manque
d’information sur la composition phytochimique sur cette espéce. Par contre, on connait les principaux
familles chimique des deux autres plantes (Eryngiumm maritimum et Salvadora persica) d’aprés la
littérature.

3-2-Les alcaloides

On a mélangé 0,2 ml des extraits aqueux avec 5 ml d’acide chlorhydrique (1%) et on a chauffé les
solutions au bain-marie. Ensuite, les filtrats obtenus étaient soumis a des tests avec le réactif de Mayer et le
réactif de Wagner séparément. Un précipité a indiqué la présence des alcaloides (Karumi et al., 2004).

3-3-Les cardénolides
On a mis 0,5 g d’extrait sec dans 2 ml d’acide acétique glacial. Ensuite, on a ajouté une goutte de la
solution du chlorure de fer. Puis, on a ajouté 1 ml d’acide sulfurique concentré. Un anneau marron a
I’interface indique la présence des cardénolides (Trease et Evans, 1996).
3-4-Les coumarines

1 g de poudre végétale était placé dans un tube, en présence de quelques gouttes d’eau. Les tubes ont

été recouverts avec du papier imbibé de NaOH dilué puis portés a ébullition. Toute fluorescence jaune

témoigne la présence des coumarines aprés examen sous UV (Rizk, 1982).
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3-5-Les flavones aglycones
On a chauffé¢ 2 ml d’extrait aqueux. Ensuite on a ajouté la tournure de magnésium et 1’acide
chlorhydrique concentré. La coloration orange ou rouge a indiqué la présence des flavones aglycones
(Karumi et al., 2004).
3-6-Les flavonoides
On a ajouté a 2 ml de chaque extrait, 1 ml de NaOH (2N). La couleur jaune indique la présence des
flavonoides (Olabiyi et al., 2008).
3-7-Les quinones libres
Un gramme de matériel végétal sec et broyé était placé dans un tube avec 15 a 30 ml d’éther de
pétrole. Apres agitation et un repos de 24 h, les extraits ont été filtrés et concentrés par un évaporateur
rotatif. La présence des quinones libres était confirmée par ’ajout de quelques gouttes de NaOH a 1/10,
lorsque la phase aqueuse vire au jaune, rouge ou violet (Ribéreau-Gayon et Peynaud, 1968).
3-8-Les polyuronides
On a mélangé 2 ml d’extrait aqueux avec 10 ml d’éthanol. Un précipité violet ou bleu a indiqué la
présence des polyuronides (Karumi et al., 2004).
3-9-Les saponosides
La capacité des saponines a mousser les solutions aqueuses est utilisée pour la mise en évidence des
saponosides. 0,5 g du matériel vegétal sec et broyé était mélangé avec de I’eau dans un tube a essai. La
mousse persistante aprés le chauffage et 1’agitation du mélange indique la présence des saponosides
(Oloyede, 2005).
3-10-Les tannins
1,5 g de materiel végétal sec a été placé dans 10 ml de MeOH a 80%. Aprés 15 minutes d’agitation, les
extraits étaient filtrés et mis dans des tubes. L’ajout de FeClz a 1% a permis de détecter la présence ou non
de tannins. La couleur vire au bleu noir en présence des tannins galliques et au brun verdatre en présence de
tannins catéchiques (Rizk, 1982).
3-11-Les triterpenes et les stérols
On a évaporé¢ 10 ml d’extrait aqueux a sec. Ensuite, on a solubilisé¢ le résidu par 0,5 ml d’acide
acétique anhydride et 0,5 ml du chloroforme. Puis, on a mélangé la solution avec 2 ml d’acide sulfurique
concentré. Un anneau marron rougeatre ou violet a la surface de la solution et la couleur vert ou violet de
toute la solution indique la présence des triterpénes et des stérols (Karumi et al., 2004).
4-Dosage des polyphénols totaux, des flavonoides et des tannins
4-1- Préparation des extraits
4-1-1-Principe
Nous avons utilisé¢ la technique d’extraction par un broyeur- homogenéiseur (Figure 6) de type
(ULTRA TURRAX, IKAR WERKE) inspirée de la méthode d’extraction des protéines animales (Voet et
Voet, 2005) et des protéines fongiques (Ravindra et al., 2004).
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Le bécher contenant la matiere végétale et le solvant était suspendu dans un bain d’eau contenant de la
glace et il a subi un broyage et une homogénéisation avec (ULTRA TURRAX, IKAR WERKE) a 13 500
t/mn pendant 30 mn. Le contenu du bécher a été filtré a 1’aide du papier filtre. Le résidu a été de nouveau

traité de la méme fagon.

Figure 6 : Un broyeur- homogénéiseur

4-1-2-Préparation des extraits d’Eryngium maritimum
Le dosage des flavonoides et des polyphénols totaux a été¢ déterminé en utilisant 1’extrait méthanolique
et I’extrait acétonique.
On a ajouté a 0,25 g des racines d’Eryngium maritimum, 10 ml d’acétone aqueuse (70%) et 10 ml du
méthanol aqueux (80%) indépendamment.
4-1-3- Préparation des extraits de Salvadora persica
Le dosage des flavonoides, des polyphénols et des tannins a ¢ét¢ déterminé en utilisant 1’extrait
acétonique en raison de la solubilité plus élevée des tannins et des composés phénoliques dans la solution
d’acétone aqueuse, en plus 'acétone empéche l'oxydation des phénols (Makkar et al., 2007).
Nous avons pris 0,25 g des feuilles et des tiges de Salvadora persica broyées avec 10 ml d'acétone
aqueuse (70%).
4-2-Dosage des polyphénols totaux
4-2-1-Principe
La détermination quantitative des phénols totaux est réalisée par la méthode colorimétrique du Folin-
Ciocalteu. Cette méthode est basée sur la réduction chimique du réactif (un mélange d’acide
phosphotungstique et phosphomolibdique) en oxyde de couleur bleu dont son maximum d’absorption par
colorimetre est exhibé a 765 nm. L’intensité d’absorption est proportionnelle a la concentration des
polyphénols. Cette méthode a été adaptée par Singleton pour 1’analyse du Vin (Singleton et Rossi, 1965),

ensuite elle était appliquée pour d’autres aliments : le thé (Wiseman et al., 2001), les légumes (Kaur et
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Kapoor, 2002) et les fruits (Pearson et al., 1999 ; Vinson et al., 2001). Elle est aussi utilisée pour 1’analyse
des médicaments (Sadler et Jacobs, 1995) et de I’eau douce (Thoss et al., 2002). Mais 1’utilisation de cette
méthode en phytochimie des plantes médicinales est la plus marquée (Waterhouse, 2002).
4-2-2-Préparation de la gamme d’étalonnage
Afin d’obtenir une courbe d’étalonnage des polyphénols, on a utilisé comme étalon le pyrocatéchol, a
une concentration de 15 mg/l (solution mere). A partir de cette solution nous avons prépareé les différentes
dilutions allant de 14 mg/I jusqu’a 1 mg/1.
4-2-3-Protocole expérimental
On a utilisé le procéde du Folin-Ciocalteu de Singleton et Rossi (1965). 0,1 ml de chaque échantillon a
été transférée dans les tubes a essai et leurs volumes ont été complétés a 3 ml avec de I'eau distillée. Apres
addition de 0,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu (dilué 10 fois dans I’cau) et 2 ml de carbonate de sodium
(20%), les tubes étaient agités par un vortex et ils ont été incubés a la température ambiante dans 1’obscurité.
L'absorbance a été mesurée aprés 1h a 650 nm au spectrophotomeétre (JEN WAY 6405 UV/Vis) contre un
blanc (méme solution sans le pyrocatéchol ou I’extrait). Ensuite, a partir des valeurs de 1’absorbance des
solutions de pyrocatéchol, on a tracé la courbe d’étalonnage en utilisant le programme Microsoft Office
Excel 2007.
La teneur en phénols totaux de I’extrait était calculé a partir de 1’équation de la courbe d’étalonnage et
exprimé en mg d’équivalent pyrocatéchol par g d’extrait sec (mg EP/g ES).
4-3-Dosage des tannins
4-3-1-Principe
On a utilisé la méthode de Folin-Ciocalteu pour le dosage des tannins décrits par Makkar et al. en
1993. La méthode se décompose en deux dosages colorimétriques successifs : le dosage des phénols totaux
puis le dosage des phénols non-tanniques. Ce second dosage est réalisé aprés déplétion des tannins de
I’extrait par le PolyVinyl Pyrrolidone (PVP). Ce produit est capable de se lier aux tannins présents dans
I’extrait dont le complexe est retiré de 1’extrait par centrifugation. Indirectement, la teneur en tannins totaux
d’un échantillon est déterminée par la différence entre les teneurs en phénols totaux et en phénols non-
tanniques.
4-3-2-Protocole expérimental
On a ajouté a 1 ml de I’extrait, 1 ml d’eau distillée et 100 mg de PVP, ensuite on a laissé le mélange a
4°C pendant 15 mn. Puis, on a centrifugé le mélange pendant 10 mn a 3 000g pour enfin récupérer le
surnageant. 0,1 ml du surnageant était transféré dans des tubes a essai afin de déterminer la teneur en
phenols non-tanniques par la méthode de dosage des phénols decrit précédemment. La teneur en phénols
non-tanniques était calculée a partir de 1’équation de la courbe d’étalonnage et exprimée en mg d’équivalent
pyrocatéchol par g d’extrait sec (mg EP/g ES). Ensuite la teneur en tannins totaux de 1’extrait a été

déterminée par la différence entre les teneurs en phénols totaux et en phénols non-tanniques.
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4-4-Dosage des flavonoides
4-4-1-Principe
Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et aluminium)
(Boulekbache, 2005). Ceci se traduit par le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux
atomes d’oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons (Ribéreau-Gayon et
Peynaud, 1968).

Alors, dans notre travail, on s’est basé¢ sur le principe de complexation des flavonoides par
I’aluminium de Djeridane et al. en 2006 pour I’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans
les extraits.

4-4-2-La courbe d’étalonnage

Afin d’obtenir une courbe d’étalonnage des flavonoides, on a utilisé comme étalon la rutine, a une
concentration de 1g/l (solution mére). A partir de cette solution nous avons préparé les différentes dilutions
allant de 0,9 g/l jusqu’a 0,1 g/I.

4-4-3-Protocole expérimental

On a mélangé 1 ml de chaque dilution avec 1 ml de la solution aqueuse du chlorure d’aluminium (2%).
Aprés incubation a la température ambiante pendant 15 mn, ’absorbance a ét¢ déterminé a 430 nm en
utilisant le spectrophotometre (JEN WAY 6405 UV/Vis) contre un blanc (méme solution sans la rutine ou
I’extrait). Ensuite, a partir des valeurs d’absorbance des solutions de rutine, on a tracé la courbe
d’étalonnage en utilisant le programme Microsoft Office Excel 2007.

La teneur en flavonoides totaux de I’extrait était calculée a partir de 1’équation de la courbe
d’étalonnage et exprimée en mg d’équivalent rutine par g d’extrait sec (mg ER/g ES).
5-Extraction des alcaloides, des flavonoides et des saponosides

Nous avons utilisé la technique d’extraction par un broyeur- homogénéiseur de type (ULTRA
TURRAX, IKAR WERKE) inspirée de la méthode d’extraction des protéines animales (Voet et Voet, 2005)
et des protéines fongiques (Ravindra et al., 2004).

5-1-Extraction des alcaloides
Nous avons utilisé la méthode de Harborne (1998). 10 g du matériel végétal broyé a été mélangé avec
un volume de 500 ml d’éthanol mélangé avec 1’acide acétique a 10%. Le bécher contenant ce mélange a été
suspendu dans un bain d’eau contenant de la glace et il a subi un broyage et une homogénéisation avec
(ULTRA TURRAX, IKAR WERKE) a 13 500 t/mn pendant 30 mn. Le contenu de bécher a été filtré et le
filtrat obtenu était concentré a un quart du volume initial. Puis, on a précipité les alcaloides par 1’addition du
NH4OH concentré jusqu'a I’obtention du pH égal a 10. Ensuite, il a subi une centrifugation a 3 000g a 4°C
et stockés a 4°C pour d’autres essais.
5-2-Extraction des flavonoides
Afin d’extraire les flavonoides, I’extraction liquide - liquide et/ou solide-liquide sont les procédures

les plus couramment utilisées. En effet, ces techniques sont faciles d'utilisation, trés efficaces et peuvent étre
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largement appliquées. Les solvants d'extraction les plus communément utilisés sont les alcools (méthanol,
éthanol), l'acétone, 1'éther éthylique, 1’acétate d'éthyle et n-butanol. Les solvants moins polaires
(dichlorométhane, chloroforme, hexane et benzene) sont utilisés pour éliminer les composés apolaires (cires,
huiles, stérols et chlorophylle). Les extractions sont répétées deux a trois fois et les extraits sont ensuite
combinés. Les techniques d’extraction liquide-solide les plus utilisées sont : 1’extraction a reflux et la
macération (Muanda, 2010).

10 g du matériel végétal broyé a été mélangé avec un volume de 500 ml du méthanol aqueux (80%).
Le bécher contenant ce mélange a été suspendu dans un bain d’eau contenant de la glace et il a subi un
broyage et une homogénéisation avec (ULTRA TURRAX, IKAR WERKE) a 13 500 t/mn pendant 30 mn.
Le contenu du bécher a été filtré et le résidu a été de nouveau traité de la méme facon. Le volume total du
filtrat était évaporé a sec par un évaporateur rotatif a 45°C. L’extraction liquide-liquide des flavonoides a été
réalisée selon Bekkara Atik (1999). Alors, le résidu sec obtenu a été pesé et traité avec 10 ml d’eau distillée
bouillante. Puis, ’extrait brut a été soumis a plusieurs affrontements par divers solvants organiques (acétate
d’éthyle et n-butanol). Ces affrontements se font dans des ampoules & décanter. La phase aqueuse et le
solvant (V/V) sont melangés et aprés un repos de 1h, on récupere séparément la phase eau et le solvant
utilisé chargé de ses composés spécifiques. Pour chaque solvant, on refait trois fois cette opération pour un
entrainement maximal des flavonoides. Les fractions obtenues (acétate d’éthyle et n-butanol) ont été lavées
avec du Na,SO, et évaporées a sec par un évaporateur rotatif a 45°C. Les résidus secs ont été pesés et
stockés a 4°C pour d’autres essais.

5-3-Extraction des saponosides

On a utilisé la méthode de Makkar et al. (2007). 10 g du matériel végétal broye a été mélangé avec un
volume de 500 ml du méthanol aqueux (50%). Le bécher contenant ce mélange a été suspendu dans un bain
d’eau contenant de la glace et il a subi un broyage et une homogénéisation avec (ULTRA TURRAX, IKAR
WERKE) a 13 500 t/mn pendant 30 mn. Le contenu de bécher a été centrifugé a 3 000 g a 4°C pendant 10
mn. Le surnageant a été filtré et le résidu de 1’extraction par homogénéisation a été de nouveau traité par le
méme procédé. Le méthanol du volume total du filtrat était évaporé a sec par un évaporateur rotatif a 42°C.
La phase aqueuse a ét¢ centrifugée a 3 000 g a 4°C pendant 10 mn afin d’éliminer les molécules insolubles
dans I’eau. Enfin, I’extrait aqueux a été soumis a 1’épuisement dans une ampoule a décanter par le n-butanol.
La phase butanolique obtenue a été lavée avec du Na,SO, et évaporée a sec par un évaporateur rotatif a
45°C. Le résidu sec obtenu a été pesé et stocké a 4°C pour d’autres utilisations.

5-4-Calculs du rendement

Rendement = (le poids de I’extrait / le poids de la plante a traiter) x 100



68

Chapitre 3 : Activités Biologiques
1-Activité antioxydante
1-1-La réduction du fer (méthode de FRAP)

La capacité de nos extraits végétales a réduire Fe** a été évaluée par la méthode d'Oyaizu (1986).
L’extrait végétal a été dissout par le méthanol afin de préparer les différentes concentrations. Un millilitre de
chaque concentration a été mélangé avec 2,5 ml de la solution tampon de phosphate de sodium (0,2 M, pH
6,6) et 2,5 ml de ferricyanure de potassium a 1%. Ensuite le mélange était incubé a 50°C dans un bain-marie
pendant 20 mn. Apres incubation on a ajouté 2,5 ml d'acide trichloracétique a 10%, et le mélange a été
centrifugé a 3 000g pendant 10 mn. La fraction supérieure (2,5 ml) a été mélangée a 2,5 ml d'eau distillée et
0,5 ml de chlorure ferrique a 0,1%. Aprés agitation du mélange, 1’absorbance a été déterminée a 700 nm en
utilisant le spectrophotométre (JEN WAY 6405 UV/Vis) contre un blanc (méme solution sans extrait).
L'acide ascorbique a été employé comme contréle positif.

Afin d’explorer les résultats obtenus, on trace un graphe des absorbances obtenues en fonction des
différentes concentrations testées en utilisant le programme Microsoft Office Excel 2007 et le programme
Origin Pro 8 SRO v8.0724 (B724). L’augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du
pouvoir réducteur de 1’extrait testé. La valeur ECsg est la concentration en extrait a laquelle I'absorbance est
égale a 0,5 du pouvoir réducteur. Cette valeur est obtenue a partir du graphe.

1-2- Activité antiradicalaire par le test de DPPH

Le procédé de Brand-Williams et al. (1995) a été adopté pour I'évaluation de la capacité de piégeage
des radicaux libres des extraits. Bri¢vement, I’extrait sec a été dissout par le méthanol afin d’obtenir des
concentrations différentes. Le mélange contenu dans le volume total de 1 ml, 500 ul de I'extrait, 125 ul de
DPPH préparés (1 mM en méthanol) et 375 ul de méthanol. L'acide ascorbique a été employe comme
contrdle positif. Apres incubation a 1’obscurité pendant 30 minutes a 25°C, la diminution de l'absorbance a
été mesurée a 517 nm par un spectrophotométre (JEN WAY 6405 UV/Vis) contre le blanc de chaque
concentration (extrait plus le méthanol). La capacité de piéger le radical DPPH a été calculée comme suit :
[% RSA= (Abs contrble — Abs t) / Abs contrdle x 100%]

La corrélation entre chaque concentration et son pourcentage d’inhibition a été tracée, et I'ECsp a été
calculée par interpolation. L'activité a été exprimee comme ECs (la concentration de I’extrait nécessaire
pour réduire 50% des radicaux de DPPH).
2-Activité antibacterienne

2-1-Les souches bactériennes utilisées

Les souches bactériennes utilisées ont été conservées sur gélose nutritive en tubes inclinés a 4°C.
Toutes ces souches proviennent du laboratoire de recherche (Produits Naturels, Tlemcen) a I’exception du
Bacillus cereus ATCC 11778 qui provient du Laboratoire Vétérinaire Régional de Mostaganem. Le tableau

2 rapporte I’ensemble des souches bactériennes testées.



Tableau 2. Les différentes souches bactériennes utilisées

Souches microbiennes testées

Bactéries :

e Bactéries a Gram positif
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Lysteria monocytogenes ATCC 15313
Listeria monocytogenes ATCC 19111
Bacillus cereus ATCC 11778
Bacillus cereus ATCC 10876
Enterococcus feacalis ATCC 29212

e Bactéries a Gram négatif
Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
Enterobacter cloacae ATCC 13047
Proteus mirabilis ATCC 35659
Salmonella typhimurium ATCC 13311
Citrobacter freundii ATCC 8090

2-2-Préparation de ’inoculum bactérien
La préparation de I’inoculum bactérien du test nécessite, premiérement le contrdle de pureté des
souches utilisées. On a réalisé cette étape par ré-isolement de chacune des souches sur leur milieu spécifique
(Tableau 3).
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Tableau 3. Milieux d’isolement spécifique pour chagque souche utilisée

Souches Milieux d’isolement

Bacillus cereus Gélose nutritive
Citrobacter freundii Mac Conkey
Enterobacter cloacae Mac Conkey
Enterococcus feacalis Mac Conkey
Escherichia coli Mac Conkey
Klebsiella pneumoniae Mac Conkey

Listeria monocytogenes Gélose nutritive
Proteus mirabilis Mac Conkey

Pseudomonas aeruginosa Gélose nutritive

Staphylococcus aureus Chapman

Salmonella typhimurium Mac Conkey

Aprés 24 h d’incubation, on a effectué des précultures en bouillon nutritif a partir des souches
purifiées. Ces précultures ont été incubées a 37°C pendant 18 h a 24 h. Lors des essais, ces précultures
servent a la préparation des suspensions bactériennes dans 1’eau physiologie avec ajustement a 1,5x10°
UFC/ml. Ce nombre correspond a une absorbance de 0,1 en utilisant le spectrophotometre (JEN WAY 6405
UV/Vis) a la longueur d’onde 600 nm (Tereschuck et al., 1997).

2-3-Protocole expérimental du pouvoir antibactérien

Le pouvoir antibactérien des extraits a été évalué en utilisant la méthode de diffusion sur disque
décrite par Berghe et Vlietinck (1991). Le milieu utilisé est Muller-Hinton, qui est le milieu le plus employé
pour les tests de sensibilité aux agents antibactériens. Les disques sont fabriqués a partir de papier filtre avec
un diametre d’environ 6 mm en utilisant I’emporte-piece. Ensuite, ces disques sont mis dans un tube a essai
et stérilisés a 1’autoclave. Entre temps, ’extrait sec a été solubilis€¢ dans le DMSO et a partir de cette
solution, on a préparé différentes dilutions (0,1 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 1,5 mg/ml, 2
mg/ml pour I’extrait d’Atractylis humilis; 10 mg/ml, 15 mg/ml, 20 mg/ml, 25 mg/ml, 30 mg/ml et 50
mg/ml pour les extraits d’Eryngium maritimum ; 5 mg/ml, 10 mg/ml et 20 mg/ml pour les extraits de
Salvadora persica).

Afin de réaliser le test, tout d’abord on a coulé le milieu de culture Mueller-Hinton dans une boite de
Pétri. Ensuite, on a dépos¢ 1 ml d’inoculum bactérien sur la surface du milieu de culture aprés son
solidification. Apres étalement homogene de cet inoculum et un repos de 15 mn, on a jeté le surplus et on a
séché la boite de Pétri.

A T’aide d’une pince stérile, on a placé les disques (trois par boite) sur la gélose, ensuite on a déposé
par micropipette 5 pl de I’extrait sélectionné. Le DMSO était utilis¢é comme contrdle négatif. La boite de

Pétri était laissée 30 mn a la température ambiante afin de faciliter la diffusion de I’extrait.
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La boite était incubée a 1’étuve a 37°C durant 24 h. Apres incubation, 1’absence de la croissance
bactérienne était traduite par un halo translucide autour du disque, dont le diametre était mesuré et exprimé
en millimetre.
3-Activité antifongique

3-1-Les souches fongiques utilisées

Afin de réaliser le test d’activité antifongique des extraits, on a utilisé des souches qui proviennent du
laboratoire de Produits naturels. Ces souches : Cladosporium herbarum MNHN 3369, Alternaria alternata
MNHN 843390, Aspergillus fumigatus MNHN 566, Aspergillus flavus MNHN 994294 ont été conservées
sur PDA en tubes inclinés a 4°C.

3-2-Préparation de ’inoculum fongique

La préparation de I’inoculum fongique du test nécessite, premierement le contr6le de pureté des
souches utilisées. On a réalisé cette étape par re-isolement de chacune des souches sur le milieu de culture
PDA. Apres 7 jours d’incubation & 30°C, un disque de champignon de 6 mm de diamétre était découpé
stérilement par la face inférieure de la pipette Pasteur. Il était transféré, ensuite, dans un tube d’eau
physiologie afin de préparer une suspension de spores fongiques de 10* spore/ml (Murray et al., 1995 ;
Attrassi et al., 2008).

3-3-Protocole expérimental du pouvoir antifongique

Le pouvoir antifongique des extraits a été évalué en utilisant la méthode de diffusion sur disque décrite
par Murray et al. en 1995. Le milieu de culture utilisé est le PDA. Les disques sont fabriqués a partir de
papier filtre avec un diametre d’environ 6 mm en utilisant I’emporte-piéce. Ensuite ces disques sont mis
dans un tube a essai et stérilisés a I’autoclave.

Entre temps, ’extrait sec a été solubilis¢ par le DMSO et a partir de cette solution, on a préparé
différentes dilutions (20 mg/ml, 30 mg/ml et 50 mg/ml) pour les extraits d’Eryngium maritimum.

Afin de réaliser le test, tout d’abord on a coulé le milieu de culture PDA dans une boite de Pétri.
Ensuite, on a déposé 1 ml d’inoculum fongique sur la surface du milieu de culture apres son solidification.
Apreés étalement homogéne de cet inoculum et un repos de 15 mn, on a jeté le surplus et on a séché la boite
de Pétri.

A T’aide d’une pince stérile, on a placé les disques (trois par boite) sur la gélose, ensuite on a déposé
par micropipette 5 pl de I’extrait sélectionné. Le DMSO était utilis¢é comme contrdle négatif. La boite de
Pétri était laissée 30 mn a la température ambiante afin de faciliter la diffusion de I’extrait.

La boite était incubée a 1’é¢tuve a 30°C durant 72 h. Aprés incubation, ’absence de la croissance
fongique s’était traduite par un halo translucide autour du disque, dont le diamétre était mesuré et exprimé

en millimeétre.
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Chapitre 4 : Séparation chromatographique
Cette étape a été effectuée pour 1’extrait des saponosides des racines d’Atractylis humilis.

1-Principe

La chromatographie est aujourd’hui, une méthode analytique largement utilisée pour la séparation,
I’identification et éventuellement le dosage des constituants chimiques dans des mélanges complexes. Les
facteurs qui interviennent dans le partage des molécules a séparer entre la phase stationnaire et la phase
mobile sont : la solubilité dans un solvant liquide, la taille (la forme), la polarité, la charge électrique, la
présence des groupements d'atomes formant des sites particuliers. Les différents types de chromatographie
résultent du fait que I'on a privilégié l'effet de 1'un de ces facteurs par rapport a 1’autre, mais il faut noter que
I'exclusivité d'un mécanisme n'est jamais totale au cours d'une séparation chromatographique (Lagnika,
2005).
2-Chromatographie sur couche mince analytique

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique analytique rapide, simple et peu
colteuse, utilisée au cours de la séparation et I’identification des métabolites. Elle repose principalement sur
le phénoméne d’adsorption. Elle s’applique aux molécules pures, aux extraits (mélange complexes de
métabolites) et aux échantillons biologiques (Lagnika, 2005).

La mise en ceuvre d’une CCM nécessite plusieurs mateériels tel que :

X/
°

Une cuve chromatographique : ¢’est un récipient en verre, de forme variable (selon les manipulations

a effectuer) fermé par un couvercle maintenu étanche.

« Une phase stationnaire : c’est une couche d’adsorbant étalée uniformément sur un support en
aluminium ou en verre de dimensions variables (généralement 20 x 20 cm, 10 x 10 cm ou 5 x 10 cm)
avec une €paisseur comprise entre 0,5 et 2 mm. L’adsorbant que nous avons testé, est le gel de silice,
la cellulose et 1’alumine.

¢+ La phase mobile : ¢’est 1’éluant, il est composé d’un solvant unique ou d’un mélange de solvants qui
migrent lentement le long de la plaque en entrainant les composants de 1’échantillon déposé.

% Les échantillons : ils sont le plus souvent solubilisés dans un solvant volatil qui n’est pas forcément

le méme que I’éluant. On a utilisé le méthanol comme solvant.

A D’aide d’un crayon, on a tracé sur la plaque une ligne de dép6t de 1’échantillon a 1 cm de ’extrémité
immergé dans 1’éluant. Les échantillons a analyser sont appliqués en petits spots sous forme de points sur la
plaque par appositions successives au moyen d’une micropipette, et éventuellement séché par ventilation. La
plaque est déposée verticalement contre 1’une des parois et elle est immergée d’environ 0,5 cm dans la phase
mobile constituée, comme on a préalablement indiqué, par un ou plusieurs solvants organiques. Pour une
bonne €lution, la cuve contenant le solvant d’élution doit €tre saturée préalablement par la vapeur (Lagnika,
2005).
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Une fois le développement du chromatogramme effectué, la plaque est séchée a température ambiante

puis examinée a I’'UV (longueurs d’ondes A = 254 nm et 365 nm) (Lagnika, 2005). Aprés 12h, on répete

I’examen a I’UV. Si nécessaire, les tiches du chromatogramme sont révélées par pulvérisation de réactifs

appropriés (Lagnika, 2005). On détermine alors, pour chaque constituant, le rapport frontal :

Rf = distance parcourue par le constituant / distance parcourue par le solvant.

% Les systémes d’¢luant testés sont résumés dans le tableau 4.

)/
A X4

Tableau 4. Les systémes d’éluant testés pour chromatographie sur couche mince des saponosides des

racines d’Atractylis humilis

Eluants
Hexane, acétone
(1:4)
n-butanol, acide
acétique, eau
(BAW) (4:1:5)
Chloroforme, acide
acétique, eau
(CAW) (30:15:2)
Acétate d’éthyle,
acide acétique, eau
(7:2:2)
Toluene, acétone,
éthanol (96%0),
ammonium (25%)
(100:140:32:9)
Chloroforme,
méthanol, eau
(65:35:7)

Adsorbants
Silice avec indicateur de
fluorescence UV sy
Cellulose avec indicateur de

fluorescence UV 54

Silice avec indicateur de

fluorescence UVosy

Silice avec indicateur de

fluorescence UVos,

Oxyde d’alumine avec
indicateur de fluorescence
UV2s4

Silice avec indicateur de

fluorescence UVos,

Détection

uv

uv

uv

uv

uv

Acide sulfurique
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Chapitre 1 : Enquéte ethnobotanique de quinze plantes médicinales

Les monographies des especes retrouvees apres notre enquéte ethnobotanique sont presentées selon
I’ordre alphabétique. En effet, pour chaque espéce, nous avons précisé la position systématique, le nom
vernaculaire arabe, le nom vernaculaire francais, ['utilisation locale (UL), d’autres utilisations (AU :
I’utilisation complétée par la littérature) et la toxicité (T).

1- Anacyclus pyrethrum (PNkw1l), le Pyrethre d’Afrique (Astéracées)

UL : Elle est connue sous le nom Tigantas. Elle est utilisée contre les maux de dents par mastication de la
racine.

AU : En amazigh, elle est appelée Tiganthas et en arabe Aoud al Athas. La racine est utilisée surtout en
usage externe. Elle est recommandée contre les douleurs de dents, la paralysie de la langue. Elle est utilisée
soit par mastication des petits morceaux, soit par des bains de bouches et des gargarismes (Beloued, 2009).
2- Aristolochia longa (PNkwz2), I’ Aristoloche longue (Aristolochiacées)

UL : Elle est connue sous le nom Beroustoum, la racine est utilisée en poudre pour le traitement et le
nettoyage des dermatoses purulentes.

AU : En arabe, elle est appelée Beroustoum. D’apres Ibn Sina, Aristolochia longa est utilisée pour le
traitement des dermatophytes, les blessures, le maux de dents, et aussi comme nettoyant des pus (Halimi,
1997).

La racine en décoction est utilisée contre les affections intestinales, les intoxications aigues et pour
provoquer 1’avortement chez les femmes (Lahsissene et al., 2009).

T : A forte dose, cette plante est tres toxique. Elle a en outre un effet cancérigéne et tératogene (Hmamouchi,
1999).

3- Asphodelus microcarpus (PNkws3), I’Asphodeéle a petits fruits (Liliacées)

UL : Elle est connue sous le nom Elberouagh, la racine est utilisée en poudre pour le traitement des
dermatoses.

AU : En arabe, elle est appelée Elberouagh. La tubercule est creusé, puis rempli d’huile d’olive qui par la
suite est administré en instillation auriculaire, pour le traitement des affections de ’oreille. La poudre ou la
décoction du tubercule, est utilisée, en cataplasme, dans les soins des abcés (Lahsissene et al., 2009). Les
bulbes pelés sont utilisés en usage externe contre les hémorroides et les mycoses (Benchadbane et Abbad,
1997).

Cette plante était citée par Ibn Sina dans le traitement des dermatoses, des blessures et des pathologies de
I’oreille (Halimi, 1997).

4- Atractylis gummefera (PNkw4), Chardon a glu (Astéracées)

UL : Elle est connue sous le nom Alddad, elle n’a aucune utilisation thérapeutique, elle est connue par sa
toxicité. La ressemblance de ces feuilles a la periode seche (période de récolte des racines) avec les feuilles

d’Eryngium maritimum rend possible les accidents de toxicité chez les citoyens de cette région.
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AU : En arabe, elle est appelée Dad. La racine séche est utilisee comme fumigation rituelle contre les
douleurs buccales (Benkhnigue et al., 2011). Elle est aussi employée en fumigation dans le traitement des
vertiges, des céphalées et des accouchements difficiles (Mouhib et EI Omari, 1988).

Une décoction des racines dans I’cau de javel en utilisation externe, est conseillée contre le rhumatisme
(Benkhnigue et al., 2011).

La racine en poudre, associée au henné, est recommandée comme assouplissant des cheveux et
antipelliculaire. En inhalation, elle est utilisée pour soigner la fiévre et le rhume (Lahsissene et al., 2009).

T : Cette plante est incriminée dans plusieurs cas d’intoxications sévéres, souvent accidentelles (confusion
avec d’autre plante) mais pouvant étre volontaires lors de tentatives d’autolyse. Selon le bilan du centre
Anti-Poisons d’Alger (période 1991 a 2009), cette plante occupe la 1% position des plantes responsables
d’intoxication, soit 10% des intoxications par les plantes (Larabi et al., 2012).

5- Atractylis humilis (PNkw5) (Astéracées)

UL : Elle est connue sous le nom de Chendgoura. En médecine populaire, la racine de cette plante est
utilisée en décoction dans le traitement des diarrhées. Les cendres des feuilles traitent les mycoses des
cheveux. En plus, La racine est utilisée pour le nettoyage des ustensiles de produits laitiers. Cette plante
occupe des surfaces importantes dans région d’Ain Fezza.

6- Chamaerops humilis (PNkw®6), Palmier nain (Palmacees)

UL : Elle est connue sous le nom de Doum. La racine et les fruits sont consommeés par les citoyens. Comme
plante médicinale, la racine seche et en décoction est utilisée contre les ballonnements gastriques, les
atteintes gastriques et intestinales. Les feuilles sont utilisées contre les dermatoses.

AU : en arabe elle est appelée Dum. Les racines, en décoction, sont utilisées comme antidiabétique et
comme remeéde des atteintes gastriques et intestinales. En poudre, associées au henng, elle est utilisée contre
la chute des cheveux (Lahsissene et al., 2009). Le fruit trés astringent, est conseillé contre la diarrhée et les
gingivites (Bellakhdar, 1997).

7- Echinops spinosus (PNkw7), ’Echinops (Astéracées)

UL : Elle est connue sous le nom Tassekra. La racine en décoction est utilisée en Obstétrique.

AU : En arabe elle est appelée Tassekra. La racine, en décoction, est utilisée également contre les douleurs
stomacales, les mauvaises digestions, les refroidissements, les maux urinaires, les régles douloureuses, et
administrée aux femmes avant I’accouchement, pour accélérer la délivrance et apres 1’accouchement, pour
expulser le placenta (Lahsissene et al., 2009).

Elle a une action abortive, diurétique et dépurative sanguine (Bellakhdar, 1978).

T : C’est une plante toxique qui provoque des troubles neuro-vegétatifs et des effets excitants et convulsifs
(Hmamouchi, 1999).

8- Eryngium maritimum (PNkws8), le Panicaut maritime (Astéracées)

UL : Elle est connue sous le nom de Guorguad. La racine est utilisée sous forme de poudre avec les racines

d’autres plantes. Le mélange est ajouté aux différentes soupes a titre préventive de différentes maladies et
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comme emmenagogue. Elle est utilisée aussi contre les regles douloureuses et administrée aux femmes apres
I’accouchement pour expulser le placenta. La consommation importante de cette plante 1’a entrainée en voie
de disparition dans la région d’Ain Fezza.

AU : En 17°™ sjecle, en Angleterre, les citoyens ont glacés la racine du Panicaut maritime, qu’ils
consommaient comme sucrerie, mais aussi pour prévenir le scorbut. Dans son Herbier irlandais (1735),
K'Eogh note que cette plante «provoque la miction et les menstruations, favorise les flatulences et élimine
les obstructions du foie, des reins et de la vésicule biliaire» (Andrew, 2001).

Au 18°™ siecle, cette plante médicinale trés populaire était considérée comme étant aphrodisiaque et
efficace dans le traitement de certains troubles neurologiques comme la paralysie et les convulsions. En
Europe, le Panicaut maritime est actuellement utilisé en phytothérapie comme diurétique. Ils le prescrivent
en cas de cystite et d'urétrite ainsi que pour soulager les calculs rénaux. Il ne dissout probablement pas ces
derniers mais en retarde la formation. Le panicaut maritime traite également I'augmentation et

I'inflammation de la prostate et guérirait les troubles respiratoires (Andrew, 2001).

9- Ferula communis (PNkw9), Férule commun ou Faux fenouil (Apiacées)

UL : Elle est connue sous le nom de Klakh. La racine est utilisée en décoction contre la typhoide. Une
décoction de la tige avec le henné est conseillée en usage externe contre la chute des cheveux.

AU : En arabe elle est appelée L’kalkha. C’est dans le rhizome de férule que les marocains tirent la gomme
ammoniaque, laquelle, sous sa forme brute, porte le nom de Fasukh. La résine, en décoction, est
antidiabétique. En inhalation, elle est utilisée comme sédative (Kahouadji, 1995). Elle est utilisée dans le
couscous contre le rhumatisme. Le fasukh est utilisé aussi comme anthelminthique, en frictions locales,
contre la teigne, contre les maladies de la peau et contre la stérilité féminine (Bellakhdar, 1997). Le Fasukh
est utilisé aussi en tradition magique et spirituelle (Lamnauer, 2005).

10- Ferula lutea (PNkw10) (Apiacées)

UL : Elle est connue sous le nom de Kolikha. Les tiges et les feuilles sont utilisées en tradition rituelle
contre I’avortement successif de la femme et la mélancolie. La tige et les feuilles sont utilisees en décoction
avec le henné pour soigner la chute des cheveux.

11- Mercurialis annua (PNkw11), Mercuriale annuelle (Euphorbiacées)

UL : elle est connue sous le nom de Naanah nhal, la plante compléte est utilisée en tradition spirituelle
contre la stérilité de la femme.

AU : Elle est appelé Harriga melsa. La décoction de cette plante est employée contre les douleurs des reins
(Lahsissene et al., 2009).

T : A forte dose, elle provoque parfois I’hématurie et la cylindrurie (Charnot, 1945).

12- Rhamnus alaternus (PNkw12), le Nerprun ou Alaterne (Rhamnacées)

UL : elle est connue sous le nom Meliles. Les rameaux de la plante en décoction sont utilisés contre la

jaunisse.
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AU : En arabe, elle est appelée Melliles et en amazigh « Ajroudj ». Cette plante est citée par Ibn Bittar
comme Melliles. Elle renforce le foie et la rate. Elle est aussi conseillée comme antalgique contre les
douleurs de I’estomac des enfants (Benkhnigue et al., 2011).

Une décoction des fruits a un effet purgatif. L’écorce de la racine ou du tronc en décoction sont utilisés

spécifiqguement contre la jaunisse (Beloued, 2009).
13- Satureja graeca (PNkw13) (Lamiacées)

UL : Elle est connue sous le nom de Zaatria. C’est une plante trés aromatique, surtout les feuilles.

14- Teucrium fruticans (PNkw14), germandrée arbrisseau (Lamiacées)

UL : Elle n’est pas utilisée par la population de cette région. On était attiré par I’odeur de ces feuilles.

AU : En arabe, elle est appelée Bayydda. Les racines en décoction agissent contre la jaunisse et la fiévre
(Kahouadji, 1995).

15- Thymus ciliatus (PNkw15), le thym (Lamiacées)

UL : Elle est connue sous le nom de Zriwechen. La partie aérienne de cette plante est utilisée pour la
préparation de la soupe d’escargot.

AU : En arabe, elle est appelée Djertil (Hendel et al., 2012). Cette plante a une odeur forte, aromatique tres
agréable, une saveur amére et chaude. Elle est trés utilisée en phytothérapie. Elle est trés employée en
cuisine pour son ardbme agréable. Elle est aussi exploitée par la parfumerie et 1’industriec pharmaceutique
(Damerdji, 2012). La partie aérienne est utilisée en décoction ou en infusion comme une plante

antibactérienne, vermifuge, carminative et tonique (Hendel et al., 2012).



Chapitre 2 : Atractylis humilis

1-Réactions de caractérisation

Les réactions de caractérisation (Tableau 5) nous ont permis de détecter la présence des flavonoides,
des saponosides, des cardénolides, des tannins catéchiques et des tannins galliques aussi bien dans les
racines que dans les feuilles d’Atractylis humilis.

Par contre, on a révélé I’absence des alcaloides, des coumarines, des flavones aglycones, des

triterpénes et stérols, des quinones libres et des polyuronides.

Tableau 5. Résultats du screening phytochimique des racines et des feuilles d’Atractylis humilis

Familles phytochimique Racines Feuilles
Alcaloides - -
Cardénolides + +
Coumarines - =
Flavonoides + ++

Flavone aglycone - -
Quinones libres - -

Polyuronides - -

Saponosides ++ +
Tannins catéchiques + ++
Tannins galliques + +

Triterpene et stérol - -

(-) signifie absence ; (+) signifie présence, (++) signifie présence en abondance.

2-Extraction des saponosides

Le rendement d’extraction des saponosides des racines d’Atractylis humilis est remarquable, avec un
pourcentage de I’ordre de 2,5%.
3-Activite antibactérienne

Le tableau 6 englobe les résultats de I’activité antibactérienne des saponosides des racines d’Atractylis
humilis. Les valeurs obtenues par ce test nous montre que cet extrait est actif contre les bactéries suivantes :
Bacillus cereus ATCC 10876 (10 mm a 2 mg/ml et 8 mm a 1,5 mg/ml) et Escherichia coli (10 mm a 2

mg/ml et 8 mm a 1,5 mg/ml).
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Tableau 6. Moyennes des diamétres des zones d’inhibition des saponosides des racines d’Atractylis humilis

relatives aux différentes souches bactériennes selon la méthode des disques

Bactéries-cibles Diameétre des zones d’inhibition (mm) en fonction des différentes

concentrations (mg/ml)

0,5

0,25 0,1

Enterococcus feacalis - = - - - R

Listeria monocytogenes ATCC - - 5 - - R
19111

Staphylococcus aureus - - - - - -

(-) : non active, le diamétre du disque est inclus.

4-Séparation chromatographique sur couche mince analytique

Le solvant de développement BAW avec les proportions (4:1:5) sur cellulose a été choisi pour la
séparation et I’isolement de 1’extrait des saponines des racines d’Atractylis humilis.

Les différents composeés presents dans le chromatogramme ont été délimités sous lampe UV a 356 nm,
et cela, selon leurs fluorescences. Les valeurs des Rf ainsi que la fluorescence des composeés figurent dans le
chromatogramme (Tableau 7 et Figure 7).

D’apres le tableau 7, nous constatons que le onziéme composé séparé par CCM est probablement la

diosgénine en tenant compte des différences entre les conditions expérimentales.



Tableau 7. Résultats de séparation chromatographique sur couche mince des saponosides des racines
d’Atractylis humilis

Spot Rf Couleur Référence Eluant Adsorbant Composé

1 0,06 Jaune clair - - - _

2 0,16 Jaune - - - -
3 0,23 Jaune - - - .
4 0,29 Jaune - - - -
5) 0,33 Marron - - - .
6 0,36 Violet - - - -
7 0,4 Blanc - - - .
8 0,46 Violet - - - -
9 0,5 Blanc - - - .
10 0,56 Marron - - - -
11 0,6  Vertjaunatre  Harborne, 1998 Acétone-hexane (4:1) Silice Diosgénine
12 0,76 Jaune clair - - - -
13 0,83 Blanc clair - = - ,
14 0,9 Bleu - - - -

- Non identifié
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Figure 7. Chromatogramme des saponosides des racines d’Atractylis humilis
Solvant : BAW (4:1:5) sur cellulose
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5-Discussion

A notre connaissance, aucun travail n’a été réalisé sur 1’étude phytochimique, 1’activité antibactérienne
et I’identification des composés.

Les réactions de caractérisation nous ont permis de détecter la présence des flavonoides, des
saponosides, des cardénolides, des tannins catéchiques et des tannins galliques aussi bien dans les racines
que dans les feuilles d’Atractylis humilis.

Le screening phytochimique des parties aériennes d’Atractylis carduus récoltée en Egypte a révélé la
présence des alcaloides, des stéroides, des saponines, des anthraquinones et des flavonoides (Abdel Rahman
etal.,, 2011).

Les racines d’Atractylis gummifera ont révélé la présence des diterpénes, des triterpénes et des
flavonoides (Chaboud et al., 1988 ; Calmes et al., 1994).

Le rendement en saponines des racines d’Atractylis humilis (2,5%) est trés important comparable aux
plantes & saponines, telle que : Saponaria officinalis (2,5%) (Chkarnat, 2013).

En ce qui concerne ’activité antibactérienne des saponosides des racines d’Atractylis humilis, les
résultats sont encourageants. Les saponosides ont exhibé une activité inhibitrice contre les bactéries Bacillus
cereus et Escherichia coli, a des concentrations de 1’ordre de 1,5 mg/ml.

En effet, beaucoup de travaux ont rapporté les propriétés antimicrobiennes considérables des
saponosides (Killeen et al., 1998).

Cependant, des saponines de type jujubogénine isolées de Colubrina retusa L. ont révélé une activité
antibactérienne contre Mycobacterium intracellulare avec une CMI de 10 pug/ml (EISohly et al., 1999).

L’activité antibactérienne des saponines extraites de Ginseng Korean vis-a-vis d’Escherichia coli est
considérable a 0,1% par contre a 0,001%, les saponines favorisent la croissance de cet espéce bactérienne
(Joo et al., 1978).

Par ailleurs, I’extrait des saponines de Sorghum bicolor a une activité inhibitrice contre
Staphylococcus aureus (Soetan et al., 2006).

L’extrait méthanolique des parties aériennes d’Atractylis carduus a exhibé une activité inhibitrice
positive contre Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Klebsiella oxytoca et une activité inhibitrice négatif
contre les bactéries suivantes: Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus enterica, Listeria monocytogenes, Staphylococcus epidermis, Clostridium perfringens,
Listeria innocua, Listeria ivanovii, en utilisant des concentrations de 6 mg/ml et 23 mg/ml par méthode de
puits (100 pl d’extrait/puits). Par ailleurs, I’extrait hexanique des parties aériennes d’Atractylis carduus a
exhibée une activité inhibitrice positive contre Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Klebsiella oxytoca,
Listeria ivanovii, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica et Klebsiella pneumonia et une activité inhibitrice
négatif contre les bactéries, a savoir : Streptococcus enterica, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
epidermis, Clostridium perfringens, Listeria innocu) en utilisant la concentration de 6 mg/ml par méthode de
puits (100 ul d’extrait/puits) (Abdel Rahman et al., 2011).
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Par ailleurs, L’extrait méthanolique des parties aériennes d’Atractylis serratuloides a donné une
activité inhibitrice positive contre Pseudomonas aeruginosa et une activité inhibitrice négative contre
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella enterica et Bacillus subtilis. Par contre, L’extrait
d’acétate éthylique des parties aériennes d’Atractylis serratuloides a exhibé une activité inhibitrice positive
contre Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella enterica et une activité inhibitrice négative
contre Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis (Bouaziz et al., 2009).

Enfin, in vivo, bon nombre de saponosides assurent la défense du végétal contre 1’attaque microbienne
ou fongique (Bruneton, 1999).

La séparation chromatographique sur couche mince des saponines des racines d’Atractylis humilis
était difficile. On a essayé plusieurs adsorbants et systemes de migration spécifique pour les saponines pour
enfin arriver a séparer 14 composés en utilisant le systtme BAW sur cellulose.

Concernant I’identification des composés séparés, le constituant (11) est probablement la diosgénine.
En effet, ce dernier présente les mémes caractéristiques que le composé 11, a savoir : la tache est de couleur
vert jaunatre et le Rf est de 0,6. Par contre, il est a noter qu’on utilisé un ¢luant différent : BAW (4:1:5)
contre hexane-acétone (1:4) et un adsorbant différent : cellulose contre silice.

En effet, les saponines sont beaucoup plus polaires que les sapogénines en raison de leurs liaisons
glycosidiques, et leur séparation par chromatographie sur couche mince sur cellulose est plus facile
(Harborne, 1998).

Suite a la présence des saponines, habituellement, chez les plantes sous forme d’un mélange de forme
structurellement apparenté avec une importante similarité polaire, leur séparation reste toujours un défi
(Oleszek et Bialy, 2006).

Ainsi la méthode d’extraction des saponines joue un role important pour garder la structure des
composes isolés par chromatographie. Dans notre étude, I’utilisation du froid et un temps de contact avec le
solvant trés réduit permet d’isoler des produits non dénaturés (Oleszek et Bialy, 2006).

Il est a noter que les premiers travaux sur les saponines ont utilisé la méthode d’extraction a chaud en
utilisant un solvant alcoolique aqueux, suivie par I’évaporation du solvant et finalement un fractionnement
par le butanol. Ainsi, I’extraction a chaud peut détacher certaines fonctions instables (les formes acylés) et
produire des artéfacts au niveau des génines. Cependant, afin d’obtenir la composition réel de saponines, il
faut utiliser la méthode d’extraction a froid en présence de 1’éthanol aqueux (Oleszek et Bialy, 2006).

Par ailleurs, I'utilisation de la chromatographie sur couche mince pour I’étude qualitative des
saponines était rapportée par certaines recherches. La séparation de 18 saponines de Medicago sativa par
cette technique est un bon exemple (Glensk et al., 2001).
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Chapitre 3 : Eryngium maritimum
1-Rendements

Le tableau 8 rapporte les résultats du rendement en extraits obtenu pour chaque extraction a partir des

racines d’Eryngium maritimum.
On a remarqué que le rendement de I’extrait méthanolique (5,6 = 0,1 %) est similaire a celui de
I’extrait acétonique (5,6 + 0,4 %). Par contre, le rendement d'extrait butanolique était plus important (3 £ 0,2

%) a celui de I’acétate éthylique (0,3 £ 0,02 %).

Tableau 8. Rendements des différents extraits des racines d’Eryngium maritimum

Extraits Rendement (%)
Extrait méthanolique 56+0,1

Extrait acétonique 56+04

Extrait acétate éthylique 0,3+0,02
Extrait butanolique 3%£0,2

2-Dosage des phénols totaux et des flavonoides
Les teneurs en phénols totaux et en flavonoides sont déterminées a partir des équations de régression
linéaire de chaque courbe d’étalonnage exprimées successivement en mg d’ équivalent pyrocatéchol par g
d’extrait sec (mg EP/g ES) et en mg d’équivalent rutine par g d’extrait sec (mg ER/g ES), respectivement.
2-1-Courbe d’étalonnage des phénols totaux

On obtient une valeur X mg équivalent de pyrocatéchol/g d’extrait sec et la densité optique Y (Figure

8).
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Figure 8. Courbe d’étalonnage du pyrocatéchol pour le dosage des phénols totaux

2-2-Courbe d’étalonnage des flavonoides

On obtient une valeur X mg équivalent de rutine/g d’extrait sec et la densité optique Y (Figure 9).
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Figure 9. Courbe d’étalonnage de la rutine pour le dosage des flavonoides
2-3- Résultats du dosage des extraits

Le tableau 9 résume les résultats obtenus concernant les teneurs en phénols totaux et en flavonoides
des extraits bruts des racines d’Eryngium maritimum.

Nous remarquons que la teneur élevée en phénols totaux est obtenue dans I’extrait acétonique (55,80 +
2,75 mg EP/g ES) en comparaison avec 1’extrait méthanolique (46,72+ 4,69 mg EP/g ES). Aussi, la teneur
en flavonoides est élevée dans I’extrait acétonique (1,505 + 0,013 mg EP/g RS) en comparaison avec
I’extrait méthanolique (1,138+ 0,016 mg EP/g ER).
Tableau 9. Dosage des phénols totaux et des flavonoides des racines d’Eryngium maritimum

Extraits Phénols totaux Flavonoides
(mg PE/g ES) (mg RE/g ES)

Extrait méthanolique 46,72 £ 4,69 1,138 + 0,016

Extrait acétonique 55,80 £ 2,75 1,505 + 0,013

3-Activité antioxydante
Pour comparer la capacité antioxydante des extraits d’Eryngium maritimum, nous avons déterminé
expérimentalement le parameétre ECs, (Tableau 10).

3-1-Activité antiradicalaire par le test de DPPH
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Les résultats du test de DPPH (Tableau 10) ont prouvé que I’extrait butanolique a une activité la plus

importante avec une valeur ECsy de 0,0104 + 0,0004 mg/ml suivi de I'extrait acétonique, I'extrait d'acétate

éthylique et I'extrait méthanolique avec la valeur ECso de 0,0818 + 0,0048 mg/ml, 0,12 + 0,0062 mg/ml et

0,2350 = 0,0056 mg/ml, respectivement.

Ces extraits ont montré une légere activité antiradicalaire

inférieure a celle de 1’acide ascorbique (EC50=0,008 £ 0,0001 mg/ml).

Tableau 10. Résultats de ’activité antiradicalaire DPPH et du pouvoir de réduction du fer des extraits des

racines d’Eryngium maritimum

Extraits

Extrait méthanolique
Extrait acétonique
Extrait acétate éthylique
Extrait butanolique

Acide ascorbique

ECso (mg/ml) de DPPH
0,2350 + 0,0056
0,0818 + 0,0048

0,12 £ 0,0062

0,0104 + 0,0004

0,008 + 0,0001

ECso (mg/ml) du pouvoir de réduction de fer
0,4719 + 0,0000
0,3648 + 0,0099
0,3972 + 0,0022
0,1139 + 0,0112
0,0203 + 0,0018

3-2-Pouvoir de réduction du fer

Suivant les valeurs du tableau 10 et la figure 10, le pouvoir de réduction de fer de I’extrait butanolique,

exprimée comme ECs, était plus éleve que les autres extraits (0,1139 + 0,0112 mg/ml), suivi par I'extrait

acétonique, I’extrait d'acétate éthylique et 1’extrait méthanolique avec la valeur ECsp (0,3648 = 0,0099

mg/ml, 0,3972 + 0,0022 et 0,4719 + 0,0000 mg/ml), respectivement. L'acide ascorbique révele une activité

réductrice plus élevée de 1’ordre de 0,0203 £+ 0,0018 mg/ml.
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—l- Extrait d'acétate éthylique
—@— Extrait butanolique
—A— Extrait méthanolique
—W— Extrait acétonique
. —— Acide ascorbique
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Figure 10. Pouvoir de réduction de fer des extraits des racines d’Eryngium maritimum

4-Activité antibactérienne

Le tableau 11 rapporte l'activité antibactérienne des extraits des racines d’Eryngium maritimum en
utilisant la méthode de diffusion sur disque contre les bactéries pathogénes choisies.

L'activité la plus remarquable des extraits des racines d’Eryngium maritimum a été exhibée par
I’extrait d’acétate éthylique contre Bacillus cereus ATCC 10876 (9,66 mm a 20 mg/ml)

L’extrait d’acétate éthylique était actif & une concentration de 10 mg/ml contre toutes les bactéries
testées sauf Listeria monocytogenes ATCC 15313 et Pseudomonas aeruginosa. Le méme extrait, mais, avec
des concentrations plus elevées (15 mg/ml et 20 mg/ml) était actif contre toutes les bactéries testées a
I’exception de Pseudomonas aeruginosa.

L’extrait butanolique a montré une activité inhibitrice & des concentrations (10 mg/ml et 15 mg/ml)
contre toutes les bactéries testées sauf Enterococcus feacalis, Proteus mirabilis et Salmonella typhimurium.
Le méme extrait, mais, avec une concentration de 20 mg/ml était actif contre toutes les bactéries testées sauf

Enterococcus feacalis.
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Par ailleurs, I’extrait méthanolique a montre une activité inhibitrice a des concentrations (25 mg/ml et
30 mg/ml) contre toutes les bactéries testées sauf Klebsiella pneumoniae. Le méme extrait, mais, avec la
concentration de 50 mg/ml, était actif contre toutes les bactéries testées.

L’extrait acétonique a exhibé une activité inhibitrice a des concentrations (25 mg/ml et 30 mg/ml)
contre toutes les bactéries testées sauf Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas
aeruginosa. Aussi, il était actif contre toutes les bactéries sauf Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas

aeruginosa avec la concentration de 50 mg/ml.

Tableau 11. Moyennes des diamétres des zones d’inhibition des extraits des racines d’Eryngium maritimum

relatives aux différentes souches bactériennes selon la méthode des disques

Extraits (mg/ml) Diameétre des zones d’'inhibition (mm)
S.a K.p L.m En.c E.f E.c Cf P.a P.m B.c S.t
ME
25 7,5 - 7 6 6 7 6 6 7 7 6
30 8 - 8 6,16 7 7,18 | 6,16 | 6,16 | 7,18 | 7,18 | 6,5
50 8,5 6 9 6,.5 7,5 7,5 6,5 6,5 7,5 7,66 7
AC
25 - - 7 6 6,5 6,5 7 - 6 9 6
30 = - 9 6,16 | 6,83 | 6,83 | 7,18 - 7 9,33 | 6,5
50 6 - 11 6,5 7 7 7,66 - 8 9,5 7
AEt
10 6 7 = 7 8 7 7,33 - 7 9 7
15 7 7,66 6 7,66 | 833 | 7,18 | 7,66 - 7,33 | 9,33 8
20 9 8 7 8 8,83 | 7,66 8 - 7,66 | 9,66 9
Bu
10 6,5 7 8,5 8 = 6 6,5 8 = 7,5 =
15 6,83 | 7,18 | 8,83 8,5 - 6,16 | 6,83 | 8,33 - 7 -
20 7 7,5 9 9 - 6,5 7 8,5 6 8,5 6

Extraits : ME (Extrait méthanolique), AC (Extrait acétonique), AEt (Extrait acétate éthylique), Bu (Extrait
butanolique). Bactéries : S.a (Staphylococcus aureus), K.p (Klebsiella pneumoniae), L.m (Listeria
monocytogenes ATCC 15313), En.c (Enterobacter cloacae), E.f (Enterococcus feacalis), E.c (Escherichia
coli), C.f (Citrobacter freundii), P.a (Pseudomonas aeruginosa), P.m (Proteus mirabilis), B.c (Bacillus
cereus ATCC 10876) et S.t (Salmonella typhimurium).

(-) : non active, le diamétre du disque est inclus.
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5-Activité antifongique

L'activité antifongique des différents extraits des racines d’Eryngium maritimum est présentée dans le
tableau 12. Les résultats ont prouvé que I'extrait d'acetate éthylique a révélé une activité antifongique la plus
forte contre tous les mycetes particulierement, contre Aspergillus flavus (10 mm a 50 mg/ml). Les extraits
méthanolique, acétonique et butanolique présente une activité inhibitrice la plus élevée contre Cladosporium
herbarum et Aspergillus fumigatus, par contre aucune activité inhibitrice n’a été observée contre Alternaria
alternata et Aspergillus flavus.
Tableau 12. Moyennes des diamétres des zones d’inhibition des extraits des racines d’Eryngium maritimum

relatives aux différentes souches fongiques selon la méthode des disques

Extraits Diameétre des zones d’'inhibition (mm)
(mg /ml) A.a Cl.h Afl A.fu
Me
20 - 7,18 - 6,83
30 - 8 - 8
50 = 9,33 = 9
Ac
20 - - - -
30 = 7,18 = -
50 = 8 = 7
AE
20 6,83 7 = 7,5
30 7,5 8 8,66 8
50 8,83 9 10 9,66
Bu
20 - - - -
30 - 7 - 8,66
50 - 8 - 10

Extraits : Me (Extrait Méthanolique), Ac (Extrait Acétonique), AE (Extrait Acétate Ethylique), Bu (Extrait
Butanolique). A.a (Alternaria alternata), Cl.h (Cladosporium herbarum), A.fl (Aspergillus flavus) et A.fu
(Aspergillus fumigatus).

() : non active, le diamétre du disque est inclus.
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6-Discussion

Les rendements des extraits acétonique et méthanolique des racines d’Eryngium maritimum (5,6%)
sont considérablement différents de ceux obtenus par de Kupeli et al. en 2006 (extraits éthanolique et
aqueux : 16,1% et 38,3% respectivement). Cette différence est du probablement a la méthode d’extraction
ainsi qu’aux solvants utilisés.

En ce qui concerne le taux des composés phénoliques, dans I’extrait méthanolique comme dans
I'extrait acétonique (46,72 = 4,69 mg EP/g ES et 55,80 =+ 2,75 mg EP/g ES), il était supérieur a ceux
déterminés dans les feuilles par Meot-Duros et al. en 2008 (16,44 + 0,30 mg équivalent d’acide gallique/g
extrait brut).

En raison des manieres multiples desquelles un antioxydant peut protéger les molécules biologiques
contre des dommages des oxydants, nous avons utilisé deux réactions pour évaluer l'activité antioxydante,
afin de déterminer le véritable potentiel antioxydant des racines d’Eryngium maritimum (Aruoma, 2003).

L'activité antioxydante des extraits n’était pas rapportée par les travaux antérieurs. Une seule étude a
¢été réalisée sur l'activité antioxydante des feuilles d’Eryngium maritimum, mais par le test TAC /ABTS +
(Meot-Duros et al., 2008).

Notre étude a démontré que l'activité la plus élevée est celle de I’extrait butanolique. La propriété
antioxydante importante de cet extrait est associée aux flavonoides. Les polyphénols ont été longtemps
considérés bénéfiques pour la santé, dont beaucoup de chercheurs ont pensé que leurs bons effets sont peut
étre dus a leurs aptitudes antioxydantes et également a leurs capacités antiradicalaires (Zhang et Bjorn,
2009).

En effet, I'efficacité antioxydante des flavonoides directement liée a leur degré d'’hydroxylation est
diminuée en présence d'une partie de sucre. Les flavonoides sont des piégeurs efficaces des radicaux
d'hydroxyle, de peroxyle, et de I'anion superoxyde (Bors et al., 1990 ; Chen et al., 1990).

Dans notre étude, les résultats de Il'activité antibactérienne ont prouvé que Listeria monocytogenes
ATCC 15313, Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Bacillus cereus ATCC 10876 ont été inhibées par
tous les extraits. Ainsi, seulement les extraits méthanolique et butanolique ont une activité contre
Pseudomonas aeruginosa. Les résultats de 1’activité antifongique ont prouvé que I'extrait d'acétate éthylique
a révelé une activité la plus importante contre tous les mycétes, particulierement vis-a-vis d’Aspergillus
flavus (10 mm a 50 mg/ml). Ces résultats sont encourageants dans le domaine de recherche de nouveaux
antifongiques.

L’activité antifongique de I’extrait éthanolique des feuilles et des racines d’Eryngium maritimum était
étudiée par Thiem et al. (2010), vis-a-vis des champignons suivants: Cryptococcus neoformans,
Trichophyton mentagrophytes et Aspergillus niger. L’activité la plus élevé était obtenu avec les racines
contre Trichophyton mentagrophytes avec des CMIs de I’ordre de 40 pg/ml.

L'activité antibactérienne des feuilles d’Eryngium maritimum selon Meot-Duros et al. en 2008, était
plus importante contre deux des trois espéces de Pseudomonas testés, a savoir : Pseudomonas aeruginosa et

Pseudomonas fluorescens. En effet, les fractions polaires et apolaires sont les plus actives avec des CMIs :
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de 1 et 2 pg/ml, respectivement. En outre, la fraction apolaire a inhibée la croissance du Staphylococcus
aureus et Bacillus cereus. Contrairement, Listeria monocytogenes et Escherichia coli étaient les bactéries les

plus résistantes a la fraction polaire.
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Chapitre 4 : Salvadora persica

1-Rendements

Le tableau 13 rapporte les résultats du rendement en extrait a partir des tiges et des feuilles de
Salvadora persica.

Nous remarquons que les rendements des différents extraits des feuilles (extrait méthanolique : 10,92
+ 0,33 % ; extrait acétonique : 10 £ 0,2 % ; extrait d’acétate éthylique : 0,36 £ 0,16 % ; extrait butanolique :
0,56 + 0,11% ; extrait des alcaloides : 1 + 0,1%) étaient supérieurs a ceux des extraits des tiges (extrait
méthanolique : 7,08 + 0,12 % ; extrait acétonique : 6,68 + 0,1 % ; extrait d’acétate éthylique : 0,2 £ 0,03 % ;
extrait butanolique : 0,32 + 0,11 % ; extrait des alcaloides : 0,72 = 0,24 %) .

Concernant la différence entre le rendement des extraits du méme organe, il n’y a pas une différence
significatif entre I’extrait méthanolique et acétonique. Par ailleurs, on remarque que le rendement en

alcaloides était plus important dans les feuilles (1 £ 0,1%) par rapport aux tiges (0,72 £ 0,24 %).

Tableau 13. Rendements des extraits des tiges et des feuilles de Salvadora persica

Tiges (%) Feuilles (%0)
Extrait méthanolique 7,08 £0,12 10,92 + 0,33
Extrait acétonique 6,68 +0,1 10+£0,2
Extrait d’acétate éthylique 0,2 +£0,03 0,36 £ 0,16
Extrait butanolique 0,32+£0,11 0,56 £0,11
Extrait des alcaloides 0,72 £ 0,24 1+£0,1

2- Dosage des phénols totaux, des tannins et des flavonoides

Les teneurs en phénols totaux, en tannins et en flavonoides sont déterminées a partir des équations de
régression linéaire de chaque courbe d’étalonnage exprimées successivement en mg d’équivalent
pyrocatéchol par g d’extrait sec (mg EP/g ES), mg d’ équivalent pyrocatéchol par g d’extrait sec (mg EP/g
ES), mg d’équivalent rutine par g d’extrait sec (mg ER/g ES).

Le tableau 14 résume les résultats obtenus concernant les teneurs en phénols totaux, en tannins et en
flavonoides des extraits bruts des feuilles et des tiges de Salvadora persica.

Nous remarquons que la teneur élevée en phénols totaux est obtenue avec 1’extrait brut des feuilles
(67,32 £ 0,17 mg EP/g ES) en comparaison avec celui des tiges (58,63 = 00 mg EP/g ES).

Concernant les tannins et les flavonoides, les teneurs obtenues dans les feuilles sont comparables de
I’ordre de (39,31 + 3,81 mg EP/g ES) et (0,47 £ 0,00 mg ER/g ES) a ceux des tiges (36,83 + 2,76 mg EP/g
ES) et (0,31 + 0,01 mg ER/g ES) respectivement.
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Tableau 14. Dosage des phénols totaux, des tannins et des flavonoides des extraits des tiges et des feuilles

de Salvadora persica

Tiges Feuilles
Phénols totaux (mg EP/g ES) 58,63 + 0,00 67,32+ 0,17
Flavonoides (mg ER/g ES) 0,31+0,01 0,47 + 0,00
Tannins (mg EP/g ES) 36,83 £ 2,76 39,31 +3,81

3-Activité antioxydante
Pour comparer la capacité antioxydante des extraits de Salvadora persica, nous avons déterminé
expérimentalement le parametre ECsy.
3-1-Activité antiradicalaire par le test de DPPH
Les résultats du test de DPPH (Tableau 15) ont prouvé que I'extrait d'acétate éthylique des feuilles a
une activité la plus importante avec une valeur ECsp (11,8 + 0,07 pg/ml) suivi par I'extrait butanolique des
tiges, I'extrait butanolique des feuilles, I'extrait d'alcaloides des feuilles, I'extrait d'acétate éthylique des tiges
et I'extrait d'alcaloides des tiges avec les valeurs ECsq (14 + 0,1 pg/ml, 257 + 21 pg/ml, 6233 + 58 ng/ml,
7817+103 pg/ml et 14891 £ 63 pg/ml) respectivement. Ces extraits de plante ont montré une activité
antiradicalaire minimale par comparaison a l'acide ascorbique (ECso= 10 £+ 0,1 pg/ml).
3-2-Pouvoir de réduction du fer
Suivant les valeurs du tableau 15, le pouvoir de réduction de fer de 1’extrait d'acétate éthylique des
feuilles, exprimée en ECsy, était plus élevé des autres extraits (480 + 6 ug/ml), suivi de I'extrait butanolique
des tiges, 1’extrait butanolique des feuilles, I’extrait d'alcaloides des feuilles, I’extrait d'acétate éthylique des
tiges et 1’extrait d'alcaloides des tiges avec les valeurs ECso (3290 + 13 pg/ml, 3660 + 29 nug/ml, 6680 + 28
ug/ml, 20124 £ 670 pg/ml et 29520 + 798 pg/ml), respectivement. L'acide ascorbique avait une activité
réductrice plus élevée ECsp (42 + 8 pg/ml).

Tableau 15. Résultats de ’activité antiradicalaire et du pouvoir de réduction de fer des extraits de Salvadora

persica
Extraits ECso (ng/ml) de ECso (ng/ml) du pouvoir de
DPPH réduction de Fer
Extrait d’acétate éthylique (Tiges) 7817 + 63 20124 £ 670
Extrait d’acétate éthylique (Feuilles) 11,8 £ 0,07 480 +6

Extrait butanolique (Tiges) 14+0,1 3290 £ 13
Extrait butanolique (Feuilles) 257 +21 3660 * 29

Extrait d’alcaloides (Tiges) 14891 +103 29520 + 798
Extrait d’alcaloides (Feuilles) 6233 £ 58 6680 + 28

Acide ascorbique 10+£0,1 42 +8
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4-Activité antibactérienne

Le tableau 16 rapporte les résultats obtenus concernant l'activité antibactérienne des extraits des
feuilles et des tiges de Salvadora persica testée par la méthode de diffusion sur disque contre les bactéries
pathogenes choisies.

L'activité la plus remarquable des extraits de Salvadora persica a été manifestée par I’extrait
d’alcaloide des tiges contre Bacillus cereus (17 mm a 20 mg/ml).

L’extrait d’alcaloide des tiges €tait actif @ une concentration de 5 mg/ml contre les bactéries suivantes :
Listeria monocytogenes ATCC 19111 (10 mm), Enterococcus feacalis (10 mm) et Bacillus cereus ATCC
11778 (10 mm) et non actif contre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus. Le
méme extrait, mais, avec des concentrations plus élevéees (10 mg/ml et 20 mg/ml) était actif contre toutes les
bactéries testées.

L’extrait butanolique des tiges a montré une activité inhibitrice a une concentration de 5 mg/ml vis-a-
vis des souches microbiennes suivantes : Listeria monocytogenes ATCC 19111 (9 mm), Enterococcus
feacalis (6 mm) Bacillus cereus ATCC 11778 (6 mm) Escherichia coli (6 mm) et Staphylococcus aureus (7
mm), et il n’a montré aucune activité inhibitrice contre Pseudomonas aeruginosa. Le méme extrait, mais,
avec la concentration de 10 mg/ml, était actif contre toutes les bactéries sauf Pseudomonas aeruginosa qui
s’est révélée sensible a la concentration de 20 mg/ml.

L’extrait d’acétate éthylique des tiges a montré une activité inhibitrice avec toutes les concentrations
contre Listeria monocytogenes ATCC 19111 et Bacillus cereus ATCC 11778. Par contre, il était actif contre
Escherichia coli aux concentrations 10 mg/ml et 20 mg/ml. Les bactéries suivantes : Enterococcus feacalis,
Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus ont montré une résistance a toutes les concentrations
utilisées.

Par ailleurs, I’extrait d’alcaloide des feuilles était actif a une concentration de 5 mg/ml contre les
bactéries : Listeria monocytogenes ATCC 19111 (7 mm), Enterococcus feacalis (11 mm) et Staphylococcus
aureus (6 mm). Le méme extrait, mais, avec la concentration de 10 mg/ml, a prouvé une activité inhibitrice
contre les bactéries : Listeria monocytogenes ATCC 19111 (10 mm), Enterococcus feacalis (12 mm),
Pseudomonas aeruginosa (8 mm) et Staphylococcus aureus (7 mm). Cependant, toutes les bactéries testées
se sont révélées sensibles a la concentration la plus élevée, soit 20 mg/ml.

L’extrait butanolique des feuilles a montré une activité inhibitrice a une concentration de 5 mg/ml
contre Listeria monocytogenes ATCC 19111 (10 mm), Escherichia coli (6 mm) et Staphylococcus aureus (7
mm). Le méme extrait, mais, a la concentration de 10 mg/ml était actif contre les mémes bactéries mais avec
des diamétres d’inhibition différents. En utilisant la concentration de 20 mg/ml, I’extrait a montré une
activite inhibitrice contre toutes les bactéries.

L’extrait d’acétate éthylique des feuilles a montré une activité inhibitrice avec la concentration de 5
mg/ml contre Bacillus cereus ATCC 11778 (9 mm). Ainsi, il était actif vis-a-vis de : Escherichia coli (10

mm), Enterococcus feacalis (7 mm) et Bacillus cereus ATCC 11778 (12 mm) a la concentration de 10



mg/ml. Le méme extrait, mais, avec la concentration de 20 mg/ml était actif contre toutes les bactéries sauf
Pseudomonas aeruginosa.

Tableau 16. Activité antibactérienne des extraits de Salvadora persica a différentes concentrations
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Extraits (mg/ml) Diamétre des zones d’inhibition (mm)
L.m E.f E.c P.a S.a B.c
Tiges
AE
5 7 - - - - 10
10 9 - 10 - - 12
20 11 - 11 - - 15
Bu
5 9 6 6 - 7 6
10 10 7 8 - 9 8
20 11 10 10 9 11 10
Al
5 10 10 - - - 10
10 12 12 8 7 7 14
20 13 13 9 10 12 17
Feuilles
AE
5 - - - - - 9
10 - 7 10 - - 12
20 10 11 11 - 10 14
Bu
5 10 - 6 - 7 -
10 11 - 8 - 9 -
20 13 10 10 8 10 9
Al
5 7 11 - - 6 -
10 10 12 - 8 7 -
20 12 14 8 11 11 7

Extrait : AE (Acétate éthyl), Bu (n-Butanol), Al (Alcaloides). Bactéries: L.m (Listeria monocytogenes ATCC 19111), E.f

(Enterococcus feacalis), E.c (Escherichia coli), P.a (Pseudomonas aeruginosa), S.a (Staphylococcus aureus), B.c (Bacillus cereus

ATCC 11778).
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5-Discussion

Dans cette étude, le rendement des extraits, les teneurs en phénols totaux, en tannins et en flavonoides,
I’activité antioxydante et antimicrobienne des tiges et des feuilles de Salvadora persica ont été détermine.

Nous avons obtenu presque les mémes résultats concernant le rendement de I'extrait méthanolique que
celui obtenu par Souri et al. en 2008, soient : 7,08% et 7,4%, respectivement.

Dans la présente étude, la méthode d’extraction par un broyeur-homogénéiseur (ULTRA TURRAX)
permet d’accélérer le processus d’extraction et de minimiser le temps de contact du solvant avec I’extrait.
De méme, le déroulement de cette extraction a température plus basse ainsi que 1’épuisement du solvant a
pression réduite permet d’obtenir le maximum des composés et de prévenir leur dénaturation ou
modification probable dues aux températures élevées utilisées dans d’autres méthodes d’extraction.

Les résultats de rendement des extraits ont montré que Salvadora persica avait une teneur en
alcaloides (extrait des tiges : 0,72 + 0,24 % ; extrait des feuilles: 1 + 0,1%) plus importante que celle en
flavonoides

I est a noter qu’un alcaloide indolique a été isolé des feuilles de Salvadora persica (Malik et al.,
1987).

La détermination de la teneur des phénols totaux, des flavonoides et des tannins des tiges et des
feuilles a indiqué que le taux des polyphénols totaux dans les tiges (58,63 £ 00 mg EP/g ES) était supérieur a
celui rapporté par Alzoreky et Nakahara (2001) (1,6+ 0,6 mg d’acide gallique équivalent/g d’extrait brut).

Aussi, la rutine et la quercétine ont été mises en évidence dans les tiges de cette plante (Abdel-Wahab
et al., 1990).

En ce qui concerne les tannins, la plupart des auteurs ont rapporté leur présence a une valeur non
significative dans Salvadora persica, cependant, notre étude a prouve le contraire.

En raison des manieres multiples desquelles un antioxydant peut protéger les molécules biologiques
contre des dommages des oxydants, nous avons utilisé deux techniques pour évaluer l'activité antioxydante,
afin de déterminer le veéritable potentiel antioxydant des tiges et des feuilles (Aruoma, 2003).

L'activité antioxydante de chaque extrait n’était pas rapportée par d’autres chercheurs. Une seule étude
a rapporté l'activité antioxydante de l'extrait méthanolique des tiges en utilisant le test ferrylmyoglobine
/ABTS + (Alzoreky et Nakahara, 2001).

Notre étude a démontré une activité plus élevée de l'extrait d'acétate éthylique des feuilles pour les
deux méthodes utilisées : DPPH (ECs:11,8 + 0,07 pg/ml) et FRAP (ECso: 480 + 6 pg/ml). La propriété
antioxydante importante de cet extrait est associée a leurs phénols y compris les flavonoides. Les
polyphénols ont été longtemps considérés bénéfiques pour la santé, ceci est du a leurs aptitudes
antioxydantes et également a leurs capacités antiradicalaires (Zhang et Bjorn, 2009). L'activité
antiradicalaire des flavonoides dépend a un degré elevé de leurs structures et leurs propriétés physico-
chimiques (Al-Bagieh et Weinberg, 1988).

Les résultats de l'activité antibactérienne ont montré que les extraits d’alcaloides  étaient les plus

efficaces vis-a-vis des bactéries testées, particuliérement I’extrait des tiges contre Bacillus cereus : 17 mm a
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20 mg/ml. Dailleurs, les alcaloides se sont généralement averés avoir des propriétés antimicrobiennes (Arct
et Pytkowska, 2008).

Certains auteurs ont montré que I'extrait des tiges exhibe une activité antimicrobienne. En effet,
I’extrait méthanolique et 1’extrait aqueux des tiges étaient testés contre Six bactéries isolées des infections
bucco-dentaires, a savoir: Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Streptococcus faecalis,
Streptococcus pyogenes, Lactobacillus acidophilus et Pseudomonas aeruginosa. Les résultats ont montré
que ’extrait aqueux était plus efficace que ’extrait méthanolique. En effet, il était actif contre toutes les
bactéries testées. Cependant, les souches microbiennes: Lactobacillus acidophilus et Pseudomonas
aeruginosa se sont révélées résistantes a I’extrait méthanolique. L’activité antibactérienne la plus importante
¢tait exhibée par I’extrait méthanolique contre Streptococcus faecalis (zone d’inhibition : 22,3 mm ; CMI :
0,781 mg/ml) (Al-Bayati et Sulaiman, 2008).

Les tiges sont employées couramment comme brosses de dents, elles sont également utilisées pour
détoxifier et renforcer les gencives affaiblies ; et on les considere comme un outil efficace et peu colteux

pour I'nygiene buccale (Al-Bagieh et al., 1994).






100

La recherche de nouveaux principes actifs vegétaux ou de nouvelles plantes est un phénomeéne
constant au fil des siécles, car ’homme, dans sa quéte de survie, s’est toujours tourné vers ce réservoir
vegeétal naturel pour y puiser de multiples éléments nécessaires a sa survie.

Nos investigations auprés des thérapeutes traditionnels par une enquéte ethnobotanique, nous ont
permis de choisir trois plantes (Atractylis humilis, Eryngium maritimum et Salvadora persica).

A notre connaissance, aucune étude n’a été réalisée sur la phytochimie et les activités biologiques sur
Atractylis humilis. Pour cela, nous avons procédé a un screening phytochimique de cette espéce végétale et
d’apres les résultats, nous avons opté pour I’extraction des saponines des racines dont le rendement était de
I’ordre de 2,5%. L’extrait des saponines s’est avéré efficace contre les bactéries suivantes : Bacillus cereus
et Escherichia coli (10 mm a 2 mg/ml et 8 mm a 1,5 mg/ml). La CCM de I’extrait des saponines des racines,
nous a permis de séparer 14 composés en utilisant le systtme BAW sur un support en cellulose. L’analyse
chromatographique a permis de caractériser un constituant qui est probablement la diosgénine.

Concernant Eryngium maritimum, le rendement de 1’extrait méthanolique des racines était trés proche
de celui de I’extrait acétonique. Par contre, le rendement de 1'extrait butanolique était plus important (3 = 0,2
%) a celui de l'acétate éthylique (0,3 = 0,02 %). Par ailleurs, les résultats du dosage des composés
phénoliques ont prouvé une teneur importante en phénols totaux et en flavonoides (extrait acétonique : 55,80
+ 2,75 mg EP/g ES et 1,505 £ 0,013 mg EP/g RS ; extrait méthanolique : 46,72+ 4,69 mg EP/g ES et 1,138+
0,016 mg EP/g ER), respectivement.

Par ailleurs, 1’activité antioxydante était tres intéressante. En effet, selon les deux méthodes (FRAP et
DPPH), I’extrait butanolique semble étre la fraction la plus active avec une ECso de I’ordre de 0,1139 +
0,0112 mg/ml et 0,0104 + 0,0004 mg/ml, respectivement. Ces valeurs sont trés proches a ceux de 1’acide
ascorbique (0,0203 = 0,0018 mg/ml et 0,008 + 0,0001 mg/ml, respectivement).

En outre, l'activité antibactérienne la plus remarquable a été exhibée par 1’extrait d’acétate éthylique
contre Bacillus cereus (9,66 mm a 20 mg/ml). Cet extrait était actif contre toutes les bactéries testées a
I’exception de Pseudomonas aeruginosa. L’extrait butanolique a montré une activité inhibitrice contre
toutes les bactéries testées sauf Enterococcus feacalis. L’extrait acétonique était actif contre toutes les
bactéries sauf Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa. Par contre, toutes les souches
bactériennes se sont révélées sensibles a I’extrait méthanolique.

Les résultats de I’activité antifongique ont prouvé que l'extrait d'acétate éthylique a agit de fagon
active contre tous les mycetes particulierement, contre Aspergillus flavus (10 mm a 50 mg/ml). Les extraits
méthanolique, acétonique et butanolique ont eu une activité inhibitrice la plus élevée contre Cladosporium
herbarum et Aspergillus fumigatus, mais aucune activité inhibitrice vis-a-vis de Alternaria alternata et
Aspergillus flavus n’a été observée.

En ce qui concerne Salvadora persica, les rendements des différents extraits des feuilles étaient
supérieurs a ceux des tiges. Les résultats des rendements en extraits ont montré que cette espéce végétale
avait une teneur en alcaloides (tiges : 0,72 + 0,24% ; feuilles : 1 + 0,1%) Iégérement plus élevée que celle en
flavonoides (tiges : extrait butanolique ‘0,32 + 0,11%’ et extrait d’acétate éthylique 0,2 £ 0,03%’ ; feuilles :
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extrait butanolique ‘0,56 + 0,11%’ et extrait d’acétate éthylique 0,36 = 0,16%’). Aussi, les résultats ont
prouvé une teneur considérable en phénols totaux (feuilles : 67,32 £ 0,17 mg EP/g ES ; tiges : 58,63 = 0,00
mg EP/g ES), en tannins (feuilles : 39,31 + 3,81 mg EP/g ES; tiges: 36,83 + 2,76 mg EP/g ES) et en
flavonoides (feuilles: 0,47 + 0,00 mg ER/g ES; 0,47 £ 0,00 mg ER/g ES). Les résultats de 1’activité
antioxydante ont demontré que ECsp la plus élevée est obtenue avec I’extrait d’acétate éthylique des feuilles
(480 = 6 pug/ml et 11,8 £ 0,07 pg/ml) selon les deux méthodes (FRAP et DPPH), respectivement. Les
résultats de 1’activité antibactérienne ont prouvé que 1’extrait des alcaloides des tiges a de bons effets
inhibiteurs vis-a-vis de toutes les bactéries testées par rapport aux autres extraits. L'activité la plus forte a été
marquée contre Bacillus cereus (17 mm a 20 mg/ml).

L’ensemble des résultats obtenus constitue une justification scientifique de 1’usage traditionnel des
plantes étudiées et confirme encore une fois la pertinence des remedes traditionnels dans le traitement de
nombreux maux. Mais ces résultats ne constituent qu’une ébauche dans le domaine de recherche des
antioxydants et des antimicrobiens naturels, il serait intéressant de compléter ce travail par :

+ L étude des activités biologiques (antioxydante, antimicrobienne et anti-inflammatoire) in vitro
et in vivo des extraits des espéces végétales étudiées.
+ La séparation et I’identification des molécules responsables de ces activités en utilisant les

méthodes chromatographiques (CLHP) et spectroscopiques.
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< Reactif de Mayer

La préparation de ce réactif s’effectue comme suit :
-Dissoudre 1,358 g de HgCl, dans 60 ml d’eau ;
-Dissoudre 5 g de KI dans 10 ml d’eau ;

-Mélanger les deux solutions puis ajuster le volume total a 100 ml d’eau.

% Réactif de Wagner

Ce réactif a été préparé comme suit :
-Dissoudre 2 g de Kl et 1,27 g de I, dans 75 ml d’eau ;

-Ajuster le volume total a 100 ml d’eau.

+ Bouillon nutritif

-Extrait de levure 2 g
-Extrait de viande 2 g
-Peptone 5¢g
-NaCl 5¢g
-Eau distillée 1000 ml
-pH 7,4

+ Chapman

-Peptone 10 g
-Extrait de viande 1 g
-NaCl 75¢g
-Mannitol 10 g
-Rouge de Phénol 0,025 g
-Eau distillée 1000 ml
-Agar 15 ¢
-pH 7.4

+ Eau physiologie

-NaCl9g
- Eau distillée 1000 ml

«+ Gélose nutritive

-Extrait de levure 2 g
-Extrait de viande 2 g
-Peptone 5¢

-NaCl 5¢g
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-Agar 15 ¢
-Eau distillée 1000 ml
-pH 7.4

s Mac Conkey

-Peptone 20 g
-Lactose 10 g
-Sels biliaires 1,5 g
-Cristal violet 0,001 g
-Rouge neutre 0,05 g
-NaCl5¢g
-Agar 15 ¢
-Eau distillée 1000 ml
-pH 7,1

+ Mueller Hinton

- Macération de viande 300 ml
- Peptone de caséine 17,5 ¢
- Amidon 1,59
-Agar15¢
-Eau distillée 1000 ml
-pH 7,4
+» PDA (Potatoes Dextrose Agar)

- Pomme de terre 200 g

- Eau distillée 700 ml

Chauffage et filtration : le filtrat +
- Succrose 20 g

-Agar15¢g

- Eau distillée 1000 ml

+» Courbe de pyrocatechol

Concentration (mg/ml) Absorbance
1,09 0,101
6 0,787
6,5454 0,831
7,0909 0,89
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7,6363 0,987

8,1818 1,028

++ Courbe de rutine

Concentration (mg/ml) Absorbance
0,05 0,124
01 0,262
0,15 0,335
0,2 0,473
0,25 0,615
0.3 0,771
0,35 0,838
0,4 0,919
0,45 1,032

Annexe 1. Résultats de I’activité antiradicalaire (DPPH) de I’extrait d’acétate éthylique d’Eryngium

maritimum
Concentration (mg/ml) Pourcentage d’inhibition % (moyenne)

0,1 38,32
0,2 92,39
0,3 95,63
0,4 95,7
0,5 95,93
0,6 96,53
0,7 97,59
0,8 98,04
0,9 98,79

1 99,09

Annexe 2. Résultats de I’activité antiradicalaire (DPPH) de I’extrait butanolique d’Eryngium maritimum



Concentration (mg/ml) Pourcentage d’inhibition % (moyenne)

0,006 20,59
0,013 53,94
0,02 54,25
0,026 59,39
0,033 67,45
0,04 78,94
0,046 83,03
0,053 83,36
0,06 92,21
0,066 96,23

Annexe 3. Résultats de I’activité antiradicalaire (DPPH) de I’extrait acétonique d’Eryngium maritimum

Concentration (mg/ml) Pourcentage d’inhibition % ( moyenne)
0,02 15,72
0,04 29,25
0,06 45,7
0,08 47,45

0,1 60,69
0,12 63,02
0,14 73,79
0,16 79,91
0,18 84,78

0,2 93,66

Annexe 4. Résultats de I’activité antiradicalaire (DPPH) de I’extrait méthanolique d’Eryngium maritimum

Concentration (mg/ml) Pourcentage d’inhibition % (moyenne)
0,05 5,4
0,075 8,47
01 23,52
0,125 24,1
0,15 25,78
0,175 27,45
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0,2 42,29
0,225 45,58
0,25 95,8

Annexe 5. Résultats de I’activité antiradicalaire (DPPH) de I’acide ascorbique

Concentration (mg/ml) Pourcentage d’inhibition % (Imoyenne)
0,005 465
0,01 60,12
0,05 80,54
0,1 95,81
0,15 95,99
0,2 96,05
0,25 96,14
0,3 96,17

Annexe 6. Résultats du pouvoir de réduction du fer des extraits des racines d’Eryngium maritimum

Concentration Absorbance
(mg/ml) Extrait Extrait Extrait Extrait Acide
acétate butanolique | méthanolique | acétonique ascorbique
éthylique

0,05 - - - - 1,227
0,075 - - - - 1,454
0,1 0,236 0,487 0,2235 0,2385 1,7855

0,25 0,3655 0,778 0,35 0,372 2,1
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0,5 0,6 1,3955 0,519 0,651 2,5
0,75 0,7785 1,8205 0,754 0,823 -
1 1,058 2,302 1,044 1,1995 -

——Extrait Acétate d'éthylique
—@— Extrait Butanolique
—A— Extrait Méthanolique
—W— Extrait Acétonique

—4— Acide Ascorbique

Pourcentage d'inhibition (%0)

10 -

0 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14

Concentration (mg/ml)

Annexe7. Activité antiradicalaire (DPPH) des extraits des racines d’Eryngium maritimum
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