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I ntroduction

Depuis I’antiquité, I’homme n’a cessé de chercher a subvenir a ses besoins en puisant
dans la nature qui lui assure non seulement ses besoins nutritionnels et vestimentaires mais
également médicamenteux(Boutaghane, 2013).A travers les siecles, les traditions humaines
ont su développer la connaissance et I’utilisation des plantes medicinales afin d’améliorer la
santé des hommes (Iserin, 2001). Aujourd’hui encore, les deux tiers de la pharmacopée ont
recours aux propriétés curatives des plantes et les traitements & base de ces dernieres

reviennent au premier lieu car I’efficacité des médicaments décroit vue leurs effets

secondaires sur la santé publique.

Le recours aux pratiques traditionnelles a base de plantes médicinales est expliqué par
plusieurs raisons tels que le colt élevé des produits pharmaceutiques, les habitudes
socioculturelles des populations, la nécessité de disposer d’options thérapeutiques pour les
agents pathogeénes resistants et I’existence des maladies pour lesquelles il n’y a pas de
traitement efficace (Duke, 1993, Cox et Balik, 1994).

De nos jours, I’utilisation des plantes medicinales connait un intérét considérable. En
effet, actuellement environ 25-30% de tous les médicaments disponibles pour le traitement
des maadies sont dérivés de produits naturels (plantes, animaux, bactéries et
champignons)(Murray et al ., 1991).

Les propriétésmédicinales des plantes sont dues a des produits synthétisés par les
plantes elles-mémes appelés métabolites secondaires. De nombreux métabolites secondaires
essentiellement les polyphénols sont des antibiotiques au sens large, car ils protegent les
plantes contre les champignons, les bactéries, les animaux et méme les autres plantes
(Buchanan et al., 2000).

Les polyphénols sont aussi connus pour leurs activités biologiques qui sont en relation
directe avec la santé de I’étre humain. Ils sont utilisés dans la chimiothérapie et dans le
traitement de plusieurs types de cancer (Manach et al., 1996). Ils sont présents comme
ingrédients dans plusieurs préparations cosmétiques utilisées dans le traitement du

vieillissement cellulaire et la protection de lapeau (Menaa et al., 2014).

N
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Les plantes possedent des milliers de substances actives a I'intérieur de leurs organes
(feuilles, fleurs, racines..) et peuvent, sdon des techniques chimiques (extraction,
distillation...), permettre I'isolation du principe actif pour I’utiliser en pharmacie. Ces remedes
naturels sont bien souvent trés efficaces avec moins deffets secondaires reconnus que
beaucoup de médicaments de synthese, mais peuvent néanmoins étre mortels ou toxiques pour

I'organisme lorsqu'ils sont mal utilisés (Benmiloud,2014).

L'Algérie vu sa position biogéographique privilégiée et son étendu entre la M éditerranée
et I'Afrigue subsaharienne est considérée parmi les pays connus pour leur diversité floristique
(Messai, 2011) a laquelle s’ajoute une tradition séculaire d’utilisation traditionnelle des
plantes. On compte environ 3000 especes de plantes dont 15% sont endémiques. Ce potentiel
de plantes médicinales comporte des milliers d’espéces présentant divers intéréts et
constituent un axe de recherche scientifique particulier (Belaoura, 2013).

Dans ce contexte, nous nous somme intéressé a I’étude de deux plantes médicinales et
local, a savoir, Opuntia ficus indica et thymus lanceolatus.Les objectifs assignés a notre
travail sont :

-La déermination de la teneur en métabolites secondaires (polyphénols totaux et flavonoides)
présents au niveau des extraits méthanolique de la partie aérienne des deux plantes étudiées.

-Evaluation de I’activité antifongique et antibactérienne des extraits bruts sur des souches
microbiennes pathogenes.

B
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Chapitre I : La phytothérapie et les plantes médicinales

|. La phytothérapie et sesavantages

D’un point de vue étymologique, le terme « phyto » de phytothérapie provient
du grec ancien avec le terme plus précis de « phyton » et signifie «végeétal », C’est le
traitement ou la prévention des maladies par |'usage des plantes (Sohal , 2002 ;
Coallin, 2007) .

Il'y a plus de 20 ans, déja que I’OMS reconnaissait I’importance de la médecine
traditionnelle et proposait son intégration dans les systemes officiels de santé,
particulierement dans les pays en développement. Toutefois, malgré les énormes
progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre de multiples
avantages. De tout temps, a |'exception de ces cent derniéres années, les hommes
n'ont eu que les plantes pour se soigner, qu'il sagisse de maladies bénignes, rhume
ou toux, ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria. Aujourd'hui, les
traitements a base de plantes reviennent au premier plan, car I'efficacité des
médicaments tels que les antibiotiques a diminué et les bactéries se sont peu a peu
adaptées aux médicaments et leur résistent de plus en plus (Quezdl , 1963 ; Callin,
2007) .

II. Généralités sur lesplantes médicinales

Une plante médicinale (PM) est une plante qui est cultivée ou cueillie dans son
milieu naturel pour ses propriétés médicinales. Le monde végétal est a I’origine d’un
grand nombre des médicaments. Récemment, des chercheurs ont estimé qu’il existe
environ 400 000especes de plantes dans le monde, dont environ le quart ou le tiers ont
éteé utilisées par les sociétés a des fins médicinales. Par ailleurs, dans plusieurs pays en
voie de développement, une grande partie de la population fait confiance a des
médecins traditionnel s et aleurs collections de plantes médicinales pour les soigner.

L’Algérie est connue par sa richesse en plantes médicinales en raison de sa
superficie et sa diversité bioclimatique. Les régions saharienne ou méditerranéennes
peuvent étre considérées comme une réserve naturelle de PM vu le nombre

considérable de plantes médicinales qui s’y développent spontanément, telles que

)
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I’armoise blanche ; le cyprés ; le cactus ; le thym, etc. Ces dernieres occupent une
place trés importante dans la médecine traditionnelle algérienne, qui elle-méme est
largement employée dans divers problémes de santé. Les remeédes utilisés sont
considérés comme : moins chers, sans effets indésirables et ont tendance a étre plus
employés dans les maladies chroniques telles que le diabéte, les rhumatismes, les
cancers, etc (Garnon, 1991).

Les plantes médicinales sont parfois récoltées a I'état sauvage mais beaucoup
d'entre elles sont cultivées a grande échelle (Digitale, Pavot, Chanvre, €tc.) pour
répondre a la consommation. Les méthodes de sélection ou de manipulation
génétiques sont également utilisées pour augmenter leur teneur en principes actifs.

Certaines familles sont particulierement riches en principes actifs
(Papavéracées, Apocynacees, Liliacées, Rubiacées, Solanacées, Lamiacees).
Certaines plantes sont inoffensives telles que le Tilleul, la Camomille, la Menthe, etc.
D'autres, tres nombreuses, sont toxiques et ne doivent étre utilisées que sous forme
pharmaceutique, telle que la Digitale, la Belladone, le Colchique, etc. L'emploi
inconsidéré de plantes cueillies dans les champs peut aboutir a des intoxications

graves, voire mortelles (Marouf et Reynaud, 2007).

1. Généralité sur les plantes médicinales sélectionnées

111.1. Le Thym

Le thym, communément appelé "zaater" en Algéie ou Thymus en
latinappartient a la famille des Lamiaceae, la tribu des Mentheae et a la sous-famille
des Nepetoiedeae. Ce genre comprend prées de 300 a 400 espéces.
Le thym est la plante médicinale la plus utilisée en médecine traditionnelle algérienne
comme expectorant, antitussif, antiseptique, stomachique, antispasmodique,
anthelmintique, diurétique, antimicrobien et antioxydant (Bouzidi et al., 2013) .

[11.1.1. Origine et répartition géographique

Le thym est une plante originaire de I’ouest des régions méditerranéennes (izcan
et Chalchat, 2004) et aussi autochtone du sud d’Europe (Takeuchi et al., 2004). Plus
précisément, le thym commun préfére un sol légerement acide, bien drainé et
rocailleux (calcaire), en plein soleil et au sec, mais la plante se développe également

sur un sol alcalin filtrant, Iéger ou compact (d’argile et de limon) ou trés poreux

Y
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(sableux), un peu humide et frais. La capacité de cette plante a résister a de tres forte
chaleur provient de son huile essentielle qui est produite la nuit et s’évapore la journée
; c’est par cette action que la chaleur sera consommeée.

En Algérie, 12 espéces de Thymus colonisent le territoire du pays (Dob et al.,
2006). Parmi elles, certaines sont endémiques de I’Algérie telles que Thymus
pallescens, Thymus dreatensis..., d’autres sont endémiques du nord africain comme
Thymus numidicus, Thymusalgeriensi (Bekhechi et al., 2007;Hazzit etal ., 2009).

[11.1.2.Description botanique

Le thym est une plante qui se présente sous la forme d'un sous arbrisseau de
type vivace et particulierement touffu, atiges quadrangulaires et ligneuses et a feuilles
sessiles. Ces dernieres sont assez petites, de forme lancéolée et de couleur gris-vertet
sont recouvertes de poils et de glandes (appel és trichomes). Les trichomes contiennent
des huiles essentielles majoritairement composée de monoterpénes. La plante peut
atteindre une trentaine de centimetres et sa fleur affiche une teinte roséire. Petite, de 4
a 6 millimétres, elle se regroupe en épis foliacés et est visible de juin a octobre
(Figure 1) (Soto et al., 2006).

Figurel : Photo du thymus lanceolatus.
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[11.1.3.Taxonomie

La position systématique du Thymus lanceolatus est indiquée dans |e tableau O1.

Tableau 1 : taxonomie du Thymus lanceol atus.

Regne Plantae
Sousréegne Vridaeplantae
Division Tracheophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Sous-famille Nepetoideae
Genre Tymus
Espece Thymus lanceol atus

[11.1.4.Propriétés biologiques du thym
Dans les traitements thérapeutiques, le thym est parmi les remedes populaires

les plus utilisés, et ceci en raison de ses innombrables propriétés biologiques :

> Antiseptique, désinfectantdermique et un spasmol ytique bronchique dont il est
indiqué pour traiter les infections des voies respiratoires supérieures (rhumes,

grippes, angines).

» Les principaux constituants du thym montrentdes propriétés vermifuges et
vermicides(Bazylko et Strzelecka, 2007).

> Propriétés antivirales, antifongiques, anti inflammatoires, et antibactériennes
dont une étude récente a montré que les extraits méthanoliques et hexaniques
des parties aériennes de Thymus wulgarisinhibent la croissance de
Mycobacterium tuberculosis (bactérie qui cause la tuberculose) (Jiminez-
Arellanesetal ., 2006).

> Propriétés antioxydantes (Golmakani et Rezaei, 2008).




Revue bibliographique

[11.1.5. M étabolites secondaire du thym

> Les acides phénalique: acide caféique (Cowan, 1999), acide rosmarinique
(Takeuchi et al., 2004).

» Les flavonoides :hesperédine, eriotrécine, narirutine (Takeuchi et al., 2004),
lutéoline (Bazylko et Strzelecka, 2007) .

> Lespolyphénols: tanin (Cowan, 1999 ; izcan et chalchat, 2004).

> Les huiles essentielles: thymol. Celui-ci serait vingt-cing fois plus actives que

I’un des principaux désinfectants naturels : le phénol (Naghdi, 2004).

[11.2. Lefiguier de barbarie (Opuntiaficusindica)

Le figuier de barbarie est un arbuste qui appartient au genre Opuntia. C’est une
plante xérophytique succulente capable d’emmagasiner une grande quantité d’eau. Ce
qui lui permet de résister a la sécheresse et de prospérer jusque dans des contrées
désertiques souvent inhospitalieres ou elle offre a I’homme et aux animaux
domestiques ses vertus nourriciéres et thérapeutiques (Habibi, 2004).

Chez les Indiens d’Amérique, le cactus appartient depuis toujours aux plantes
meédicinales les plus utilisées. La recherche médicale moderne redécouvre avec un
intérét grandissant la plante et ses propriétés. Elle éudie les molécules actives qui la
composent et lui permettent de lutter efficacement contre quel ques-unes des affections
les plus graves de notre temps : I’angoisse, I’artériosclérose, le cholestérol, le diabéte,

I’obésité, la spasmophilie, le stress.

[11.2.1. Origine et répartition géographique

Le genre Opuntia est originaire du Mexique (Orwa et al., 2009). Sa distribution
géographique est trés large: Mexique, Sicile, Chili, Brésil, Turquie, Corée, Argentine
et Afrique du Nord (Barbera et al., 1992 ; Nerd et Mizrahi, 1994). Il a été introduit
d’abord en Espagne et plus tard au 16eme siecle au Nord et au Sud de I’Afrique. Il
s’est diffusé rapidement dans le bassin méditerranéen et s’y est naturalisé au point de
devenir un éément caractéristique du paysage (Houerou, 1996). Il est par essence
développé sur la partie Ouest de la Méditerranée : Sud de I’Espagne, le Portugal, et
I’Afrique du Nord (Tunisie, Algérie et Maroc) (Bensalem et al., 2002 ; Arba, 2009).
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Dans certains pays tels que I’ltalie, I’Espagne, le Mexique, la culture du cactus est
pratiquée de fagon intensive et moderne avec des programmes de recherche et
développement pour la production du fruit ou de fourrage et méme pour des usages
industriels (Mulas et Mulas, 2004).

[11.2.2. Description botanique

Le figuier de barbarie est une plante arborescente vivace et érigéede 3a5 mde
haut, a tiges charnues, caliciformes, apparemment aphylles. Elle possede un tronc
épais et ligneux, une organisation en articles aplatis, de forme elliptique ou ovoidae
de couleur vert-mat, ayant une longueur de 30 a 50 cm, une largeur de 15 a 30 cm et
une épaisseur de 1.5 a 3 cm appel és cladodes ou raguettes (Figure 2).

Les cladodes assurent la fonction chlorophyllienne et sont recouvertes d’une
cuticule cireuse (la cutine) qui limite la transpiration et les protége contre les
prédateurs. Leurs méristemes produisent des épines, des glucides, des racines
adventives, de nouvelles cladodes ou des fleurs. Les épines sont blanchétres,
sclérifiées, solidement implantées et longuesde 1 a2 cm. |l y aen effet deux variétés
d’Opuntia, lavariétéinerme et I’épineuse (Halmi, 2015).

Les fleurs de cette plante sont grandes et hermaphrodites, de couleur jaunétre et
deviennent rougeéatres a I’approche de la sénescence de la plante.Le fruit est le plus
souvent charnu, c’est alors une baie renfermant dans sa pulpe de trés nombreuses
graines ; chacune de celles-ci contient un embryon enroulé autour d’un albumen
réduit.

La plante est xérophile, elle se caractérise par une remarquable adaptation a la
sécheresse obtenue au fil du temps par I’incroyable évolution de la structure de son
organisme.Les températures maximales supportées excedent les 50 a 58°C. Bien que
cette espece ait une large faculté d’adaptation pour différents sols (acides, calcaires ou
pauvres en matiere organique), elle a une préférence pour les sols tres perméables,
sableux ou caillouteux (Nerd et al., 1991).

g



Revue bibliographique

[11.2.3. Taxonomie

Figure 2: photo de I’Opuntia ficus- indica.

La position systématique d’Opuntia ficus indica est indiquée dans le tableau 02.

Tableau?2 : taxonomie d’Opuntia ficus- indica (Halmi,2015).

Regne Plantae

Sous régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Caryophyllidae
Ordre Caryophyllales
Famille Cactaceae
Sous-famille Opuntioideae
Genre Opuntia

Sous genre Platyopuntia
Espéce Opuntia ficus-indica

» Nom commun : Figuier de Barbarie.

» Nom latin : Opuntia ficus-indica.

» Autres noms : Cactus, figuier des Indes, figue du désert, nopal, semelle du pape,

figuier d'Espagne.

Le sous genre Platyopuntia comprend 150 a 300 especes, parmi lesgquelles

figure Opuntia ficus indica. On compte également d’innombrables variétés

(Halmi, 2015).
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[11.2.4. Propriétésbiologique
Le figuier de barbarie appartient depuis toujours aux plantes medicinaes les
plus utilisées. La recherche médicale moderne redécouvre avec un intérét grandissant

la plante et ses propriétés.

+ Le figuier de barbarie renferme des molécules bioactives appelées bétacyanines
(une classe de pigments rougeétres) qui possedent des propriétés antioxydants et
anticancéreuses et peuvent par conséquent ére employée dans le cadre des

traitements naturels.

s Les fleurs et l'extrait de I'Opuntia ficus indica exercent des effets anti-

inflammatoires sur I'organisme.

+» Efficace contre les douleurs gastro-intestinales, I’angoisse, I’artériosclérose, la

spasmophilie, le stress, les allergies et les bralures.

% Antidiabitique, efficace contre I’obésité en empéche I’assimilation des sucre et les

graisses dans I’organisme (Fernandez et al.,1990) .

« Activité antigénotoxique: I’extrait de raquettes du cactus est efficace dans la
protection contre la génotoxicité de la zéaraénone (mycotoxine produite par
Fusariumgraminearum) (Bahri, 2013).

[11.2.5. M étabolites secondaires

» Les composes phénoliqgue ou polyphénols:les tanins sont des composé
phénoliques de structure variée de saveur astringente, ayant la propriété de tanner la
peau (Salunkhe, 1990).

» Les flavonoides: des anthocyanes hydrosolubles (qui sont des flavonoides
jaunes reduits).

> Lesalcaloides: proto-alcaloides (Bruneton, 1999).

» Leshuilesessentielles: (Mannoubi et al., 2008).

Sl
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Chapitrell : Les métabolites secondaires

On considere les plantes médicinales et leurs effets enfonction de leurs
principes actifs. La recherche des principes actifs extraits des plantes est d'une
importance capitale car elle a permis la mise au point de médicaments essentiels
(Iserin et al., 2001).

La plante est le siége d’une intense activiteé métabolique aboutissant a la
synthése de divers composants. Parmi eux, des molécules qui ne participent pas
directement au développement des plantes mais plutét interviennent dans les relations
avec les stress biotiques, abiotiques, microorganismes pathogénes...etc. Ces
molécules sont appel és métabolites secondaires ou principes actifs (Kansole, 2009).

L’accumulation des métabolites secondaires dans I’organisme végétal varie en
fonction de I’espéce et de diverses catégories de composés. Leur taux relevé par
I’analyse d’une plante ou d’un fragment varie grandement avec le stade de croissance
de la plante. Par ailleurs, la quantité observée de métabolites secondaires, a un
moment donné est la résultante de nombreux mécanismes physiologiques et
métaboliques: bioconversion, dégradation, transport, capacité d’accumulation,
biosynthése (réponse & la pression de I’environnement) (Merghem, 2009).

Les métabolites secondaires sont reconnus par leurs activités biologiques
nombreuses qui comprennent des activités antibactériennes, anticancéreuses,
antifongiques, analgésiques, anti-inflammatoires, diurétiques gastro- intestinales,
antioxydants (Cuendet, 1999 ; Bruneton, 1999).

|. Classification des métabolites secondaires

Les plantes sont capables de produire de nombreux métabolites secondaires qui

sont classes selon leur structure chimique en quatre groupes majeurs:

L es composés phénoliques.
Les terpenoides.

Les hétérosides.

Les acaloides.

YV V V VY
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|.1. Les composés phénoliques (polyphénols)

Le terme polyphénolou composésphénoliques remplace I'ancien terme de tanin
vegétal: présence d'un ou plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs
fonctions hydroxyles(Sarni-Manchado et Cheynier, 2006)et constituent une famille de
molécules organiques largement présentes dans le régne végétal .

Les polyphénols naturels peuvent donc étre des molécules simples comme les
acides phénoliques, mais aussi des composés hautement polymérisés comme les
tanins(Halmi, 2015).

Lespolyphénols sont présentsdans toutes les parties des végétaux supérieurs :
racine, tiges, feuilles, fleurs, fruits (Boudjouref, 2011).

Les composés phénoliques sont classés selon le nombre d'atome de carbone
dans lesquel ette de base, ces structures peuvent étre sous forme libres ou liées a l'ester
ou hétérosides (tableau 3) (Bruneton, 1999).

Tableau 3 : Principal es classes de composés phénoliques (Bravo, 1998).
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Les polyphénols ont une multitude d'activités biologiques dépendant de leur

structurechimique. Leurs effets bénéfiques sont attribués aleur pouvoir antioxydant et

a leur capacité de capter les radicaux libres. Ces substances présentent des propriétés

anticancéreuses, antimutagénes et antibactériennes non négligeables (Hatano et al.,

2005).

Tableau 4: Activités biologiques de quelgues polyphénols (Bruneton, 1999).

Composes phénaligues

Activite biologigue

Ac. Phenols

Mo, cafeigue

A salievhigue

AntibBactérierme

Antfongiogune, antioxydante

Tanmins

Tamn =alligue

Proanthocyanidine

Eftet stabilisant sur le
collaséne. antioxydant.
antidiarsheigue _ effer
antiseptique . effet

vasoconstricten

Flavonoides

Lutéolsine
Carechine

Hesperidines

Anttumorale. anticarcino Sene.

anti =inflammmaroire.
antioxydante, antiallerzigne,

antmlcdrense. annvirale.

Cercefing L ]
; ) antimicrobienne. hypotenseur

Maringeiine : :
dhinretique.
Anncoagilant. antiosxydant,
protectrice vasculaire et
antoasdémateuse

Coumarines Micourmnaral

En effet les composés phénoliques, constituent le groupe le plus nombreux et le

Plus largement distribué dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures

phénoliques connus. Les principales classes de composants phénoliques sont :
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1.1.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques font partie des formes les plus ssmples des composes
phénoliques et se séparent en deux grands groupes distincts qui sont les acides
hydroxybenzoiques et |es acides hydroxycinnamiques (Boubekri, 2014). Ces derniers
sont les plus fréquents et comprennent essentiellement I’acide p-coumarique, caféique,

férulique et sinapique (Pandey et Rizvi, 2009).

|.1.2. Lesflavonoides

a- Définition

Les flavonoides sont des métabolites secondaires ubiquistes des plantes. On
estime que 2 % environ du carbone organique photo-synthétisé par les plantes, soit
guelques 109 tonnes par an, est converti en flavonoides (Lhuillier, 2007).1ls occupent
une place prépondérante dans le groupe des phénols (Plus de 6500 flavonoides
naturels ont été décrits).Ce sont des pigments végétaux jaune orangés (leur nom
venant du mot latin  flavus : jaune). Ils sontformés parun sgquelette a 15 carbones
(structure en C6-C3-C6). Communémentcyclisé pour former le cycle C (Dehak,
2013).

b- Structure chimique et classification

Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de
molécules (Harbone, 1988) dont les plus importantes sont : les flavones, les flavonols,
les flavanones, les isoflavones et | es anthocyanidines (figure 3).

Ces diverses substances se rencontrent a la fois sous la forme libre (génine) ou
sous la forme de glycoside (C ou O glycosylés). On les retrouve dans toutes les
plantes vasculaires ou elles peuvent étre localisées dans divers organes : racines, tiges,
feuilles et fruits (Bruneton,1999).
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Figure 3 : Lesdifférents types de flavonoides (Louis, 2004).

C -Propriétés biologiques

Les flavonoides sont considérés comme des micronutriments importants
puisqu’ils peuvent jouer des roles antioxydants ou posséder des propriétés biologiques
diverses (Milane, 2004).

La principale propriété initialement reconnue aux flavonoides est d'ére "veino-
actifs’, c'est-a-dire capables de diminuer la perméabilité des capillaires sanguins et de
renforcer leur résistance (Bruneton, 1999).

IIs possédent une activité anti-allergique, anti-inflamatoires et anti-tumorale
(Bruneton, 1999).

[.1.3. Lestanins

Ce sont des composés polyphénoligues, solubles dans I'eau, dont les masses
molaires se situent entre 500 et 3000. En plus de présenter les réactions
caractéristiques des phénols en général, ils sont capables de précipiter les acaloides,
la gélatine et les autres protéines (Stevanovic, 2005). Cette réactivité avec les
protéines est a l'origine des propriétés tannantes qu'ils exercent sur le collagéne de la
peau au cours de la transformation de la peau en cuir, la rendant imputrescible et
moins permeéable al'eau. Les tannins sont tres répandus dans le monde végétal, leur
teneur et leur nature varient d'une espece a l'autre. On distingue, d'aprés leur structure
et leurs propriétés, deux types de tannins : les tannins hydrolysables et les tannins
condenses.
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» Tanins hydrolysables: Ils sont caractérisés par le fait qu’ils peuvent étre
dégradés par hydrolyse chimique ou enzymatique. Ils libérent alors une partie non
phénolique (le plus souvent du glucose ou de I’acide quinique) et une partie
phénolique qui peut étre de I’acide gallique (Macheix et al , 2005).

» Tanins condensés. Ce sont des oligomeres ou des polymeres deflavane -3
ols dérivés de la catéchine ou de ses nombreux isoméres. A la différence des tanins
hydrolysables, ils ne s’hydrolysent pas sous I’action des acides dilués (Macheix et al.,
2005).

|.2. Lesterpénoides

Les terpénes constituent une famille de composés largement répandus dans le
regne veégetal. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans
leur sguelette d'une unité isoprénique(Lamarti et al., 1994),ils sont formés de
I'assemblage d'un nombre entier d'unités penta carbonées ramifiées dérivées du 2-
methylbutadiene, appelées unités isopréniques (C5H8)n. Ces squelettes peuvent étre
arranges de fagon linéaire ou bien former des anneaux.

|.3. Leshétérosides

Les hétérosides ou glycosides sont des molécules formées par combinaison
d’oses et de substances non glucidiques appelées aglycones ou génines.Ce sont les
composes secondaires les plus anciennement connues.lls forment des substances de

réserve localisées dans les vacuoles cellulaire (Chenni, 2010).

|.4. Lesalcaloides

Lesalcaloidessont parmi les premiers produits naturels isolés de plantes
médicinales.lla été constaté qu'ils contiennent des bases azotées qui forment des sels
avec les acides. Ils sont chimiquement des matieres organiques composes de carbone,
d’hydrogene, d’azote et d’oxygene (Schauenberg et Paris, 2005).

Les alcaoides sont des substances particulierement intéressantes pour leurs

activités pharmacologiques qui s’exercent dans des domaines variés :

3
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» Au niveau du systeme nerveux central, qu’ils soient anti dépresseurs
(morphine, scopolamine) ou stimulants (strychnine, caféine).

» Au niveau du systéme nerveux autonome : sympathomimeétiques (éphédrine)
ou sympatholytiques, parasympathomimétiques, anticholinergiques et
ganglioplégiques (Bruneton, 1999).

|.5. Autres principes actifs

a- Lesanthocyanidines

Les anthocyanidines sont toujours hydroxylés en position 3, elles se
caractérisent par I’absence du groupe hydroxyle a la position 4. Les anthocyanidines
les plus abondants sont: la péargonidine, la cyanidine et la péonidine(Boudjouref ,
2011).

b- Les saponosides

Le nom saponoside est dérivé du mot latin sapo qui veut dire savon, qui évoque
le caractére moussant de leur solution aqueuse. Ce pouvoir tensio-actif est di au
caractere amphiphile des molécules, alafois lipophile (la partie aglycone ou génine)
et hydrophile (la partie osidique).

Les saponosides sont des composés, pour la plupart, tres polaires et sont
souvent retrouvés sous forme de mélanges complexes dans la plante. |1s possedent en
outre un large spectre de propriétés biologiques et pharmacol ogiques notamment des
propriétés immunomodulatrice, immunoadjuvante, cytotoxique, antitumorale et

hypochol estérol émiante (Boutaghane, 2013).

<
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|. Matériel végétal

Deux plantes sont retenues pour cette éude : le cactus inerme (Opuntia ficus indica) et
le thym (thymus lancealatus). La collecte de ces plantes est effectuée en plein hiver pour
I’Opuntia et en début de printemps pour le thym a été récolté de la commune messoude
boujriou (bouhssan abd allah) de constantine en 30 mars 2016, d’une région semi-aride de

Constantine.

La récolte des plantes est effectuée trés soigneusement de maniere a ne pas détériorer les
éléments organiques et minéraux présents. Les produits testés sont extraits de la partie
aérienne des plantes (raguettes et feuilles). Les raquettes de cactus sont coupées a I’aide d’une
machette, en petits cubes d’une taille approximative de 50 mm X 30mm puis sont séchées a
50°C dans une éuve ventilée. Les feuilles du thym sont coupées aux ciseaux des parties
aeriennes de la plante puis séchées dans I’ombre et a I’air libre. Les échantillons sont ensuite
broyés et tamisés a travers un tamis de 1mm. IIs sont en fin conservés dans des récipients clos
jusqu’a leur utilisation pour I’extraction des extraits bruts.

I1. Protocole expérimental
I1.1. Préparation des extraits bruts

10 g de la matiére séche de I’échantillon de plante est mélangé avec100 ml du solvant
d’extraction (méthanol). L’ensemble est agité pendant 30 minutes. Apres la maceration
pendant 24 heures et a 4°C, I’ensemble est filtré sur papier Whatman N°. 1 par une filtration
sous vide (Figure 4). Les filtrats sont ensuite évaporés presque a sec au moyen d’un
évaporateur rotatif (Monta et al., 2009) (Figure 5). Les résidus secs pesés sont repris par 10

ml de méthanol.

Figure 4: filtration sous vide du macérét.
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Figure5 : Evaporation des échantillons a60°C.

[1.2. Détermination du rendement (R)

Le poids de I’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein

(apres I’évaporation) et le poids du ballon vide (avant I’évaporation) (Mohammedi Z, 2006).
R % = masse d’extrait sec / masse de la matiéere végétale x 100.
[1.3.Phytochimie des extraits

L'examen phytochimique permet de détecter la présence ou |'absence des constituants
chimiques, essentiellement les composés phénoliques, les tanins et les flavonoides. Lamise en
évidence seffectuer par des tests phytochimique réalisés, généralement sur les extraits dga
préparés ou directement sur la poudre d'échantillon a analyser (Trease et Evans, 1987).

11.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols sont dosés par la technique colorimétrique de Folin Ciocalteu
(Makkaret et al., 1993) .Un aliquote de 50ul de I’extrait est mélangé a 950 pl d’eau distillée
et 500 pl Folin Ciocalteu (1N), de et 2,5 ml de carbonate de sodium (NaxCOs5 & 20%) (Annexe
1). Le développement d’une couleur bleue est obtenu aprés incubation & I’obscurité et a
température ambiante pendant 40 minutes. L’absorbance est mesurée a 725 nm. Les résultats
sont rapportés a un courbe étalon standard, ils sont exprimés en équivalent d’acides gallique
(Annexe 2).
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11.3.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides est déterminé par la méthode de Djeridane et al., (2006) . 1
ml de I'extrait brut est mélangé avec 1 ml d'A1C1l; (2%) (Annexe 1). Aprés 15 minutes
d’incubation a une température ambiante, |'absorbance du mélange est mesurée a430 nm. La
teneur en flavonoides, est déterminée a partir d'une équation de la régression linéaire déduite
de la courbe d'étalonnage. Elle est exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine par
milligramme d’extrait (Annexe 2).

I1.4. Etude des activités biologiques « antimicr obiennes » des extraits bruts

Dans cette éude les pouvoir antibactérien et antifongique des extraits bruts du cactus et
du thym sont testés par la méthode de diffusion a partir d’un disque solide sur différentes

espéces bactériennes et fongiques préal ablement isol ées.
[1.4.1. Souches microbiennes

Les souches étudiées dans ce travail proviennent de la collection référenciée du
laboratoire de Mycologie, de Biotechnologie et de I’activité Microbienne (LaMyBAM). Il
s’agit de :

- Souches bactériennes, Gram positif : Saphylococcus aureus et Gram négatif :

Escherichia coli.

- Souches fongiques : Candida albicans et Alternaria .sp.

% Candida albicans

Candida albicans est |'espece de levure la plus importante du genre Candida (Y akhlef,
2010). Elle provoque des infections fongiques (candidose) essentiellement au niveau des
muqueuses digestive et gynécologique (Gloria et al., 1998). Les candidoses sont une cause
importante de mortalité chez les patients immunodéprimés comme les patients atteints du
sida, les patients cancéreux sous chimiothérapie ou aprés transplantation de moelle osseuse
(Yakhlef, 2010).

Les candidoses orale et cesophagienne sont fréquentes chez le patient atteint du sida,
Lorsque Candida sinfiltre dans le flux sanguin, l'infection devient systémique et on parle
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alors de candidémie. C. albicans peut donner également une multitude d'autres infections car
il sagit d'un pathogene opportuniste tres polyvaent : il peut étre responsable dinfection
superficielle cutanée, causer un érytheme fessier chez les nouveau-nés, une
bronchopneumonie et/ou une pneumonie, une vaginite, une balanite ou étre responsable
d'infections profondes (Y akhlef, 2010).

% Alternaria sp.

Ce sont des champignons fréquents dans I’environnement. Ils appartiennent aux
moisissures atmosphériques. Ils peuvent étre isolés de végétaux tres divers. Alternaria
comprend pres de 275 especes (Simmons, 2007) avec des modes de vies saprophytes et
phytopathogénes (agent de I’alternariose) qui peuvent affecter les cultures sur champ ou
produits végétaux pendant la récolte et post-récolte (Logrieco et al., 2009). Les alternaria
sont donc des champignons trés communs et cosmopolites. |l peuvent se trouver sur des
substrats tres variés : plantes, sols, textiles, grains (Linas et al., 1999). L’air joue un role
important dans la dispersion de leurs spores. Ces dernieres sont infectieuses déterminant le
plus souvent des formes cliniques cutanéoépidermiques favorisées par certains facteurs :
diabéte mal équilibré et corticothérapie (Badillet, 1991). Les spores fongiques produisent
auss des protéines alergenes qui peuvent causer des maladies immunotoxiques, tels que
I’asthme (D’ Amato et Spieksma, 1995).

+ Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus fait partie de la flore humaine et est surtout présent dans le nez
et sur la peau (Karine, 2010). Ce germe est un pathogéne opportuniste qui peut causer diverses
maladies chez les humains, allant des affections qui évoluent spontanément vers la guérison a
des pathologies mortelles (Benzeggouta, 2005). De nombreuses souches produisent des
entérotoxines staphylococciques, la toxine superantigénique du syndrome de choc toxique et
des toxines exfoliatives (Karine, 2010). Cette bactérie est une des principales causes de toxi-
infections aimentaires, résultant de la consommation d’aliments contaminés par des

entérotoxines (Karine, 2010).
% Escherichia coli

Escherichia coli est un type de coliforme fécal (Jean, 2008). La plupart des souches d'E.

Coli sont inoffensives et ont une fonction utile dans le corps en arrétant la croissance des
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espéces bactériennes nuisibles (Benzeggout, 2005). Cependant, quel ques souches peuvent étre
des pathogénes opportunistes, tandis que d'autres peuvent causer des maladies gastro-
intestinales chez les gens sains. Quelques groupes de souches d’E. Coli sont auss
responsables de diarrhées (Benzeggout, 2005).

[1.4.2. Milieux de culture

Les milieux de culture utilisés pour la réalisation des tests antimicrobiens sont les
suivants :
- La gélose Sabouraud (Annexe 3) est utilisée pour I’isolement et I’entretien de la levure et
I’étude de sa sensibilité vis-a-vis des extraits.
- Lagélose MH (Annexe 3) pour I’étude de la sensibilité des bactéries aux différents extraits

de plantes.

Les géloses sont coulées dans des boites de Pétri stériles de 90 mm de diametre
L’épaisseur de la gélose est de 4 mm répartie uniformément dans les boites .Ces dernieres
sont séchées 30 minutes a une température ambiante du laboratoire avant leur emploi (Bassole
et al., 2001).

11.4.3. Etapes préliminaires

11.4.3.1. Préparation del'inoculum

Des colonies bien séparées des espéces fongiques concernées sont prélevées a l'aide
d'une anse de platine stérile et homogénéisees dans 9 ml d’eau physiologique stérile a 0,9 %
(Annexe 3). Les souches bactériennes sont prélevées directement a partir des cultures
bactériennes préalablement préparées dans un bouillon nutritif. L’opacité de la suspension

microbienne doit étre a une concentration adéquate.
11.4.3.2. Ensemencement

Un volume de 10 m de la suspension microbienne est prélevé a I’aide d’une
micropipette stérile, puis est déposeée sur la surface de la gélose. Des stries serrées sont ensuite
effectués par un écouvillon sur la totalité de la surface gélosée (gélose MH pour le test de
I’activité antibactérienne et gélose Sabouraud pour le test antifongique), seche, de haut en bas
(Badr et al., 2007). Finir I’ensemencement en passant I’écouvillon sur la périphérie de la
gélose (Zeghad, 2009).
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114.3.3. Préparation desdisques

Des disques de papier Whatman n°1 de 6 mm de diamétre, stériles (stérilisation a
120°C pendant 20 minutes par autoclavage), sont chargés avec 10, 20 et 30 pl des extraits
bruts des plantes a testées (Opuntia ficus indica et de thymus lanceolatus Desf) a |’aide de
micropipettes stériles. Des disques imprégnés de méthanol (30 pl) sont également utilisés
comme témoin pour déterminer la sensibilité de chague souche microbienne testée. Les
disques sont ensuite placés a la surface de la gélose de chaque boite de pétrie a I’aide d’une
pince stérile (Bolou et al ., 2011).

I1.4.4. Méthode de diffusion a partir d’un disque solide (contact direct)

La méthode de diffusion a partir d’un disque solide est utilisée pour mettre en
évidence I’activité antifongique et anti bactérienne des germes pathogenes vis-avis des

extraits bruts d’Opuntia ficus indica et de thymus lanceolatus (Y akhlef, 2010).

A I’aide d’une pince stérile, les disques de papier Whatman préal ablement préparés sont
déposés a la surface d’un milieu gélosé MH (pour le test antibactérien) et sur le milieu
Sabouraud (pour le test antifongique) préalablement ensemencés par les suspensions
microbiennes a des distances déterminées (Bérbara et al., 2011). L’extrait diffus a partir du
disque et sa concentration est d’autant plus faible que 1’on s’éloigne du disque (Abdolrasoul et
al., 2010). Chaque disque est entouré d’une auréole d’inhibition de la croissance microbienne
(Nacim et al., 2011).

Chaqgue boite ensemencée contient 4 disques dont un disque témoin (méthanol). Trois
répétitions sont utiliseées pour chague souche. Une quatrieme boite de Pétrie contenant
uniquement la souche microbienne sans disques, est utilisées comme blanc dans cette étude.
Toutes les boites de Pétri sont d’abord laissées pendant 1h a la température ambiante pour
une pré- diffusion des substances, avant d’étre incubées a 37C° a I’étuve pendant 72h pour

les souches bactériennes, et a30 C° pendant une semaine pour les souches fongiques.
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Figure 6: Les boites de pétries contenant les disgques et ensemencées avant I’incubation.
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|. Etude phytochimique
|.1. Lerendement des extraits
Les extraits méthanolique des deux plantes ont été préparés a partir de la poudre de la

partie aérienne du thym et du cactus. La figure 7 présente les valeurs obtenues pour le

rendement des extraits méthanolique des deux plantes étudiées.

le rendements en %

254 1
25,2 1
25 A le rendements en %
24,8
246 1

24,4

thym cactus

Figure7 : Histogramme des rendements des différents extraits bruts du Thym et du Cactus.

Les calculs du rendement par rapport au poids sec de la poudre végétale montre que le
thym représente le rendement le plus élevé (25.6%) relativement au cactus qui semble avoir
une valeur plus faible (24.9%). Cette différence de rendement entre les extraits peut
s’expliquer par lacomposition chimique qui différe d'un extrait al'autre.

Néanmoins, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie, car le
rendement n’est que relatif et semble étre lieé aux propriétés genétiques ainsi qu’a I’origine
géographique, aux conditions et a la durée de stockage de la récolte et aussi aux méthodes

d’extraction appliquées (Halmi, 2015).

&
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|.2. Lateneur en polyphénols totaux

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur les extraits des raquettes d’Opuntia ficus
indica et des feuilles du thymus lanceol atus.
Les résultats obtenus pour les polyphénols totaux et les flavonoides contenus dans les

extraits bruts étudiés sont illustrés dans la figure 8.
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Figure 8: Teneurs en polyphénols et en flavonoides des extraits bruts.

D’apres ces résultats, une variabilité des teneurs en phénols totaux est constatée, avec la
teneur la plus élevée pour I’extrait méthanolique du thymus (3310 mg/g) et la plus faible pour
Opuntia ficus indica (250 mg/g). Ces résultats sont en contradiction avec ceux de a littérature,
en effet, les teneurs rapportées par Yakhlef (2010) (165,45mg\g) pour des extraits bruts de
thymus wvulgaris, sont nettement inferieure par rapport aux résultats obtenus dans cette
présente éude. Par ailleurs, Blarbi (2010) a trouvé dans son étude sur des extraits bruts
d’O.f.indic, des teneurs en phénols totaux plus éevées (270mg/g). Dans une autre éude
conduite par (Halmi, 2015), une gamme de valeur alant de 15,4 a 318 mg/g d’extrait est
obtenue pour la concentration en polyphénols dans différents extraits de raquettes d’Opuntia
ficusindica. Il est anoté que nos résultats se situent dans cet intervalle.

Ces variations peuvent s’expliquer par le fait que la quantité des composés phénoliques
des extraits de plantes dépend essentiellement : de leur origine (Zadeh et al., 2008), la variété,

la saison de culture, la saison de récolte, les conditions climatiques et environnementales, la
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localisation geographique, les différentes maladies qui peuvent affecter la plante, la maturité
de laplante (Park et Cha, 2003) et la durée de conservation (izgiiven et al., 1998).

|.3. Lateneur en flavonoides

Les teneurs en flavonoides des extraits de raquettes d’Opuntia ficusindica et de thymus

lanceolatus sont illustrées dans lafigure 8.

Laraison principale pour laguelle on a choisi cette classe de polyphénols, réside dans le
fait que les flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus importante, avec plus de

5000 composés dg a décrits (Caravaca et al., 2006).

Les résultats du dosage de flavonoides révelent que les extraits bruts de cactus et de
thym contiennent des val eurs proches, avec 240 mg/ et 200 mg/g, respectivement.

Les teneurs en flavonoides rapportées par mémoire Yakhlef (2010) (7,68 mg\g) sur
I’extrait de thymus vulgaris, sont nettement inferieure par rapport a nos résultats. Alors que la
valeur obtenue pour le cactus est similaire a celle rapportée par Belarbi (2010), qui en étudiant
les extraits bruts d’Opuntia ficus indica a trouvé une valeur de 224mg/g. Par ailleurs, les
teneurs rapportées par  Chougui et al., (2013) , sur les différents extraits d’O.f.indica, sont
tres élevées par rapport a nos résultats, cette différence trouve probablement son explication
dans ladifférence du standard utilisé pour |le dosage des flavonoides.

Toutefois, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie car
I’utilisation de différentes méthodes d’extraction réduit la fiabilité d’une comparaison entre
les études. D’apres I’étude de lechheb (2010), la teneur en flavonoides différe selon le type
de solvant utilisée et elle et influencée par le temps d’extraction.

Il ressort de I’étude phytochimique que les extraits bruts d’Opuntia ficus indica et de
thymus contiennent des teneurs intéressantes en composés phénoliques. Par ailleurs, le thym
est beaucoup plus riche en composés phénoliques totaux qu’en flavonoides. Par contre les

raguettes de cactus renferment plus de flavonoides.
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II. Etude des activités biologiques

II. 1.Activité antifongique

L’activité antifongique des extraits bruts des deux plants étudiés a été réalisee par la
méthode de contact direct. Le pouvoir antimicrobien est obtenu par la mesure des diametres
des zones d’inhibition (Dmm) selon I’échelle citée par Mutai et al. , (2009). Les observations
effectuées sur les effets des extraits de raquettes d’O.f.indica et des feuilles de Thymus
lanceolatus apres une semaine d’incubation a 30°C sur la croissance des souches fongiques

testées : Candia albicans et Alternaria sp. sont représentées dans les tableaux 5 et 6 et les

figures 9 et12
Tableau5 : Les diametres des zones d’inhibition autour des disques de I’extrait d’ O.
f.indica.
Lesplantes | Ledosagedes
extraits brut _ _
Alternaria sp C .albicans
10 ul _ _
20 ul 19mm 9 mm
O.findica 30 pl _ 19mm
Méthanol (30ul) 14mm _
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Figure9 : Histogramme des zones inhibitrices de I’extrait brut de I’O. f.indica

sur les souches fongiques.

FigurelO : zones d’inhibition d” O. f.indica sur Alternaria sp.

Figurell : zonesd’inhibitionsd’ O. f.indica sur Candida albicans.
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Tableau 6: Les diametres des zones d’inhibition autour les disques de I’extrait du Thymus

lanceolatus.
Lesplantes | Ledosage des
extraits brut ] ,
Alternaria sp C .albicans
10 pl _ _
20 ul _ 9mm
Thymus 30 ul _ 16mm
lanceolatus
Méthanol 14mm _
(30ul)
16
18 ¥
| —
12 4
E 10 1%
5 |/
E S 1 B dlternaria sp
=1 J
g 67 ® Calbican
:E 4 _lr'l.
E
T 2
E o 4 ; 3
B 10l 200 30ul  Méthanol

(30ul)

Figure 12: Histogramme des zones inhibitrices de I’extrait brut de T. lanceolatus

Sur les souches fongiques.
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Figurel3 : zones d’inhibition de Thymus lanceolatus sur Alternaria sp.

Figureld : zones d’inhibition de Thymus lanceolatus sur Candida albicans.

Les résultats obtenus pour I’activité antifongique vis-avis de Candida albicans et
Alternaria sp. sont regroupés dans les histogrammes précédents. Selon I’échelle citée par
mutai et al., 2009, Une souche fongique est considérée sensible aux différents agents
antimicrobiens, lorsque le diamétre de la zone d’inhibition est situé entre 9 et 19 mm.

D’aprés les résultats du test antifongique, nous observons des diamétres de la zone
d’inhibition situés entre 9 et 19 mm. L’extrait méthanolique de Thymus lanceolatus et d’O.f.
indica dévoile une activité antifongique importante vis-a-vis de Candida albicans, par contre
Alternaria sp. Semble étre résistante.

Candida albicans est donc sensible (9mm<D<19 mm) aux deux types d’extraits
étudiés. La zone d’inhibition augmente avec la concentration des extraits de cactus (D= 9 et
16 mm, pour les doses 20 pl et 30 pl, respectivement) et du thym (9 mm et 19 mm, pour les
doses 20 pl et 30 pl, respectivement). Cette sensibilité est probablement en relation avec les
concentrations élevées en métabolites secondaire (flavonoides, polyphénols) des deux types
d’extraits. Ces composés peuvent traverser les membranes cellulaires, pénétrent ains a
I'intérieur de la cellule et interagissent avec des sites critiques intracellulaire tels que les
enzymes et les protéines, ce qui conduit alamort cellulaire. (Omidbeygi et al., 2007 ; Cristani
et al., 2007).
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Plusieurs études ont été menées pour comprendre le mécanisme d'action des extraits de
plantes. Plusieurs chercheurs attribuent cette fonction aux composés phénoliques. Ces
composes peuvent interférer avec les biomembranes en causant des dommages cellulaires et
provoquant la fuite de matériaux cellulaires et finalement la mort des microorganismes
(Mshvildadze et al., 2000 ; Veldhuizen et al., 2006 ).

C’est un mécanisme possible par lequel la croissance mycélienne peut étre réduite ou
totalement inhibée par I’effet des extraits en agissant sur la fonctionnalité et |a structure de la
membrane cellulaire (Sikkemaet al., 1995).

Le témoin «méthanol 60° C» n’a exercé aucune activité inhibitrice sur Candida
albicans, les colonies se dével oppent normalement en sa présence, donc ¢’est un bon diluant
pour ces extraits. Nos résultats sont accord avec ceux du littérateur (kachkar, 2008).

Pour le deuxieme essai effectué sur Alternaria sp. les résultats montrent qu’Alternaria
Sp. est résistante aux différents extraits des plantes étudiées et a toutes les doses testées. En
revanche, elle est sensible au méthanol (témoin, D= 14mm pour les deux plantes). Une zone
d’inhibition de 19mm est observée pour la dose 20ul d’extrait d’Opunti ficus indica, mais
reste non significative car le méthanol peut avoir interféré sur le résultat.

Nos résultats ne s’accordent pas avec ceux de (Triki et al ., 2012 ) qui ont montré que
de nombreux champignons tel que Alternaria tenuis se sont révélés sensibles aux Alliacées ou
ad’autre plantes et aleurs extraits.

Il n'est pas possible d'expliquer la cause précise d’absence inhibitions observées sur la
moisissure Alternaria sp. En effet, les différents extraits contiennent un ensemble de
molécules et on ne sait pas si I'inhibition est provogquée par une ou par plusieurs molécules.
Cela peut s’expliquer cependant par I’accessibilité directe de la paroi des levures et ce n’est
pas le cas pour les moisissures protégés par la structure mycélienne rigide, en effet, certains
auteurs ont mentionnés que leur paroi est constituée de trois polysaccharides : - 1,3 glucane,

la chitine et la mannane associées par des liaisons chimiques (Farkas et al., 1985).

[1.2.Activité antibactérienne

L’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits bruts de Thymus lanceolatus et
d’Opuntia ficus indica est estimée en terme de diamétre de la zone d’inhibition autour des

disques contenant I’extrait méthanolique a différentes concentrations des deux plantes a tester
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vis-avis de deux germes pathogene (E. Coli et S aureus) aprés 3 jours d’incubation a une
température adéquat de 37 °C.

Lesfigures15et 18 et les tableaux 7 et 8 ci- dissous présentent les valeurs en mm des

zones d’inhibition atteintes avec les souches étudiée

Tableau 7: Diametre des zones d’inhibition de E. coli et S. aureus par Thymus

lanceolatus (en mm).

Lesplantes | Le dosage des extraits
brut _
E. coli S aureus
10 _ _
20 pl 3mm 3mm
Thymus 30 pl _ _
lanceolatus
Méthanol (30pl) _ _
= .
= 25 ¥
: 7
= _ 2 &
- — |
g E
S 151 BE coli
r = l; i
= 1 4 W5 anrens
[0 |
‘a:- 05 o
10ul 200 30 pl Meéthanal
(304l1)

Figurel5: Histogramme des zones inhibitrice pour E. coli et S aureus d’extraits bruts

deT. lanceolatus .
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Figurel6: zone d’inhibition de T. lanceolatus sur E. coli.

Figurel?: zone d’inhibition de T. lanceolatus sur S.aureus.

Tableau 8: Diamétre des zones d’inhibition de E. coli et S. aureus par Opuntia ficus

indica (en mm).
Lesplantes | Ledosage des
extraits brut )
E. coli S aureus

10 _ _
20 pl 4 mm _

Opuntia ficus 30l _ _

indica
M éthanol _ 5mm

(30ul)
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Figure 18 : Histogramme des zones inhibitrice E. coli et S. aureus d’extraits bruts

O. f. indica.

Figure 20: zone d’inhibition de d’O. f. indica sur Staphylococcus aureus.
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Il ressort de I’étude de I’activité antibactérienne que les extraits méthanolique de
Thymus lanceolatus et d’Opuntia ficus indica présentent une trés faible activité
antibactérienne vis-a-vis des deux souches bactériennes (Staphylococcus aureus et E. Coli),
ou il est apparu des zones d’inhibition différentes d’une bactérie a une autre et d’un extrait a
un autre. Les diameétres des zones d’inhibition apparaissent uniguement a une concentration
de 20 pl d’extrait d’Opuntia ficus indica (D=4 mm pour E .coli) et de Thymus lanceolatus
(D= 3mm pour E. Coli et Sataphylococcus aureu ). Par ailleurs le méthanol qui a été utilisé
comme témoin dans cette éude manifeste un effet sur Staphylococcus aureus avec un

diamétre de 5 mm et aucun effet sur E. coli.

Selon I’échelle de I’estimation d’activité antimicrobienne, une souche bactérienne est
considérée comme étant résistant aux agents antibactériens lorsque le diametre d’inhibition est
inférieur a 10mm par Djenadi (2011) .Ce qui nous conduit & déduire que les souches étudiées

dans cetravail sont résistantes aux différents extraits des plantes.

Nos résultats concernant I’extrait méthanolique d’Opuntia ficus indica sont en accord
avec ceux trouves par Dambri et chamekh (2014) qui ont montré que I’extrait méthanolique
de I’espéce Globularia alypumne présente aucune activité vis-a-vis des germes S. aureus et E.
Coli.

Les résultats obtenus avec I’extrait méthanolique de T. lanceolatus sont est comparé
avec ceux trouvés par la thése opuntia Halmi (2015), qui a montré que tous les extraits de
raquettes d’opuntia sont inactifs contre E. coli et une résistance relative contre S. aureus.
Nous avons obtenu des résultats moyennement proches, en revanche on a enregistré une plus
grande résistance.

Les variations de la composition chimique peuvent probablement expliquer les
différences observées dans I’activité antimicrobienne des extraits d’une méme espéce végétae
ou de plantes différentes. L’efficacité optimale d’un extrait peut ne pas étre due a un
constituant actif principal, mais a I’action combinée (synergie) de différents composés a
I’origine de cet extrait (Essawi et Srour, 2000).

L’extrait méthanolique n’est pas actif sur la totalité des souches testées, cela peut étre
dd a la méthode ou le solvant utilisé pour I’extraction. En effet, Hayouni et al., (2007) ont
montré que la méthode d’extraction et la nature du solvant peuvent influencer I’activité
antibactérienne des composés phénoliques. D’autre part la charge du disque influe sur
I’activité antimicrobienne. Rasooli et ses collaborateurs (2008) ont remarqué que I’inhibition
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de la croissance est forte lorsque le disque est plus chargé. Nous avons employé une quantité
moyenne de 20ul d’extrait par disque, par rapport a Bari et al., (2012) qui ont employé des
fractions plus riches : 100 pl par disque.

Plusieurs travaux ont mis en évidence la grande sensibilité des bactéries Gram (+) par
rapport aux Gram (-) (Turkmen et al., 2007 ; Falleh et al., 2008), ceci peut étre attribuer a la
différence dans les couches externes des bactéries Gram (-) et Gram (+). Ces travaux ne sont
pas en accord avec nos résultats qui ont émergé une résistance d’E. coli et de Saureus contre
les extraits étudieés.

Des études ont suggéré que les polyphénols et les flavonoides se caractérisent par des
propriétés antimicrobiennes (Mulinacci et al., 2001). Cependant les tests antibactériens
effectués sur les extraits des différentes plantes révélent une absence totale d’effet inhibiteur
contre la croissance des germes étudiés dans ce travail. Pour cela, la comparaison cas par cas
de I’activité antimicrobienne de plusieurs extraits doit étre basée sur le dosage d’un seul

constituant actif.
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Les plantes possedent des milliers de substances actives a l'intérieur de leurs organes.
De nos jours, I’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand intérét
dans la recherche biomédicale et devient aussi importante que la chimiothérapie. Ces remédes
naturels sont bien souvent trés efficaces avec moins deffets secondaires reconnus que
beaucoup de médicaments de synthese. Une grande partie de I’intérét des recherches actuelles
porte sur I’étude de ces molécules thérapeutiques d’origine naturelle. L’objectif primordial
assigné par cette étude englobe le méme contexte, afin d’évaluer les teneurs en principes
actifs, les propriétés antifongique et antibactérienne des extraits brut méthanoliques des
raquettes d’Opuntia ficus indica et des feuilles de thymus lanceolatus, plantes largement
utilisées en médecine traditionnelle atravers e monde.

Dans ce travail, nous avons d’abord effectué des tests phytochimiques sur les extraits
méthanolique d’Opuntia ficus indica et de thymus lanceolatus par des méthodes
spectrophotométriques. L’évaluation du contenu en phénols totaux a été realisée en adoptant
la méthode de Folin ciocalteu et le dosage des flavonoides par la méthode d’AlCls. 1l ressort
que les extraits bruts d’Opuntia ficus indica et de thymus lanceolatus contiennent des teneurs
intéressantes en composés phénoliques. Par ailleurs, le thym est beaucoup plus riche en
composés phénoliques totaux qu’en flavonoides. Les raquettes de cactus renferment en

revanche plus de flavonoides.

Par la suite on s’est intéressé aux effets antibactériens et antifongiques des extraits bruts
des plantes éudiées. Ces tests ont été réalisés sur des germes bactériens pathogéenes :
(Escherichia coli et staphylococcus aureus) et des souches fongiques également
pathogenes (Candida albican et Alternaria sp.) par la méthode de diffusion a partir d’un
disque solide. L’étude des activités biologiques révéle un effet antimicrobien des extraits
uniquement contre Candida albicans, avec un effet dose dépendante. La dose 30ul d’extrait
d’Opuntia ficus indica se distingue avec un diamétre important de la zone d’inhibition
(19mm) suivie par celui de Thymus lanceolatus (16mm). Cette inhibition traduit
probablement I’action antimicrobienne des composes phénoliques contenus dans les extraits
étudiés. Cette action peut étre expliquée par le mécanisme de toxicité de ces métabolites
secondaires vis-a-vis des microorganismes qui se fait par des interactions non spécifiques
telles que I'établissement des ponts hydrogenes avec les protéines des parois cellulaires ou les

enzymes.
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Cependant, il semble gue chague compose agit différemment sur les microorganismes.
C'est-a-dire, qu’un composeé peut avoir une action trés importante sur un germe (la sensibilité
de Candia albicans aux extraits testés) ou une action nulle sur d’autres (la résistance

d’Alternaria sp., E.coli et Saureus vis-a-vis de tous les extraits étudiés).

En fin, I’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiére étape
dans larecherche de substances et source naturelle biologiquement active. En perspective :

» Evaluation d’autres effets biologiques in vivo des extraits bruts et de leurs
composeés actifs en utilisant différentes techniques.

> Réaliser des études a I’échelle moléculaire pour déterminer, d’une part les
composés du thym et du cactus (notamment ce qui concerne I’identification et la
purification des composés phénoliques) qui peuvent étre responsables de tels
effets et d’autre part, le mécanisme absolu par lequel ces composés
accomplissent leurs effets antioxydants.

> Etudier d’autres propriétés (anti oxydantes, antidiabétiques, anti-inflammatoire
et anti-tumorales...).

|
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Annexe 1
Na,CO3(20%).
Na2CO3......ccoveinns 20g.
L’eau distillé............ 100ml.
A1C13 (2%).
AlCl13.........ceeenl 20
L’eau distillée.........100 ml.
Annexe 2

. Lagammed'éalon desphénolstotaux

La concentration d'un composé phénolique ; I’acide gallique, estdéterminé gréace a

une gamme d'étalon et pour cela:

A partir d'une solution mére de I’acide gallique de 5mg / 50 ml (méthanol), les

volumes nécessaires sont prélevés(tableau 9).

Ces volumes sont complétés par 950l de I'eau distillée, ensuite 500ul de réactif de

FolinCiocalteaudilué sont gjoutés. Aprés 3 min,la solution est complétée par 2,5ml de

NaCO3 a 20%.Elle est ensuite incubée pendant 30 min. L’absorbance est lue a

725nm(figure2l).
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Tableau 9:Dosage de la gamme d’étalonnage despolyphénols totaux

La 0 20 40 60 80 100
concentration
pg/mi
SM 0 10 20 30 40 50
solvant 50 40 30 20 10 0
eau 950! pl 950 pl 950 pl 950 pl 950ul 950 pl
Folin Ciocalteu 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl
NaCO3 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml
0.16 y = 0,002x
0,14 R2=0,995
£ 0,12
c
8 01
o ¢
2 0,08
3 0,06 ¢ s
3 P -
| 004 Linéaire
0,02 (abs)
0 / .
0 20 40 80
concentration pg/mi

Figure2l : Courbe d'étaonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols

totaux.
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II.  Lagammed'étalon desflavonoides

La concentration d'un flavonoide ; la quersetine,est déterminée gréce a une gamme

d'étalon, pour cela:

- A partir d'une solution mére de quercetine de 5 mg / 50 ml (méthanol), les volumes

necessaires sont prélevés (Tableaul0). 1 ml dA1C1zest gjouté dans chaque tube. Aprés

15 min al'obscurité, I'absorbance est lue 2430 nm (figur e22).

Tableau 10 : Dosage de la gamme d’étalonnage des flavonoides.

Concentration | 0 20 40 60 80 100
Hg/ ml
SM (ml) 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Méthanol (ml) 0,8 0,6 0,4 0,2 0
A1C13 (ml) 1 1 1 1 1 1
1,8
1,6 v =0,039x
R2=o,%y/’
c 14
[
o 12
S
Q 1 .
% 0,8 & Sériel
g 06 / —— Linéaire (Sériel)
ERY
0,2
0 / T T T T 1
0 10 20 30 40 50
concentration pg/ml

Figure22: Courbe d'étaonnage de laquercetine pour le dosage des flavonoides.
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Annexe 3

MULLER HINTON HYDRATE(g/).

Muller Hinton................ 380.
L’eaudistille ................oooen ool 1l.

Eau physiologique 0.9%.

Chlorure de sodium (Nacl)......... 0.9g.
L’eau distillé........................100mlI.
Stérilisation a l’autoclave pendant 15 mn a 120°c.

Milieu Sabouraud (institut pasteur Algérie) .



Abstract

As part of the determination of new natural bioactive substances provided with
therapeutic properties, we were interested in this work to the phytochemical and biological
study of methanolic crude extracts of Opuntia ficus indica rackets and Thymus lanceolatus
leaves.

The first part of this study concerns the extraction and quantification of total phenols
and flavonoids by colorimetric methods. Thereafter, the antibacterial and antifungal activities
of crude extracts were tested on pathogenic bacteria germs (Escherichia coli and
Staphylococcus aureus) and pathogenic fungal strains (Candida albicans and Alternaria sp.)
by the diffusion method from a solid disk.

The results of the phytochemical analysis revea interesting contents in flavonoids and
phenolic compounds in the two plants tested. A remarkably high total polyphenol
concentration (3310mg /g) in Thymus lanceolatus crude extract is recorded.

The study of the biological activity of these extracts show a remarkable antimicrobial
effect against a single pathogenic fungal strain "Candida albicans ", with a relatively higher
inhibitory effect at the volume of 30ul of crude extract for thetwo studies plants . In contrast,
other species were al found resistant to crude extracts of Opuntia ficus indica and Thymus
lanceolatus.

The results suggest that these plants can be used to treat diseases caused by Candida
albicans.

Keywords. Opuntia ficus indica, Thymus lanceolatus, phenolic compounds, flavonoids,
antimicrobia activity.
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EVALUATION PHYTOCHIMIQUE ET ETUDE DES ACTIVITES BIOLOGIQUES
DES EXTRAITS BRUTS DES PLANTES MEDICINALES LOCALES : OPUNTIA
FICUS INDICA ET THYMUS LANCEOLATUS.

Mémoire de fin cycle pour I’obtention du diplome de master en biotechnologie
des mycetes : fermentation et production des substances fongiques.

Résumé:

Dans le cadre de la détermination de nouvelles substances bioactives naturelles pourvues de propriétés
thérapeutique, nous nous somme intéressé dans ce travail a I’étude phytochimique et biologique d’extraits
bruts méthanoliques des raguettes d’Opuntia ficus indica et des feuilles de Thymus lanceol atus.

La premiere partie de cette étude concerne I’extraction et la quantification des phénols totaux et des
flavonoides par des méthodes colorimétriques. Par la suite les activités anti-antibactériennes et
antifongiques des extraits bruts ont été testés sur des germes bactériens pathogenes (Escherichia coli et
staphylococcus aureus) et des souches fongiques pathogénes (Candida albicans et Alternaria sp.) par la
méthode de diffusion a partir d’un disque solide.

Les résultats de I’analyse phytochimique révelent des teneurs intéressantes en composés phénoliques et en
flavonoides chez les deux plantes étudiées. Une concentration en polyphénols totaux remarquablement
élevée (3310mg/g) dans I’extrait brut de Thymus lanceolatus est enregistrée.

L’etude de I’activité biologique de ces extraits montre un effet antimicrobien remarguable contre une seule
souche fongique pathogéne « Candida albicans », avec un effet inhibiteur relativement plus éevé a un
volume de 30l d’extrait brut pour les deux plantes étudiées. En revanche, les autres espéces se sont toutes
avérées résistantes aux extraits bruts d’Opuntia ficus indica et de Thymus lanceol atus.

Les résultats obtenus suggerent donc que ces plantes peuvent étre utilisées pour traiter les maladies
provoguées par Candida albicans.

Mots clés: Opuntia ficus indica, Thymus lanceolatus, composés phénoliques, flavonoides, activité
antimicrobienne.
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