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Introduction générale

es plantes médicinales sont un patrimoine précieux de I'humanité, et en particulier de la
majorité des communautés pauvres des pays en développement qui en dépendent pour
les soins de santé primaires et leurs moyens de subsistance. Ils utilisent la plupart des
espéces végétales, ligneuses et a base de plantes comme médicaments, ils les considérent donc comme

une source de soins médicaux en l'absence d'un systéme médical moderne.

Aujourd’hui, de nombreux travaux menés dans le domaine de I’ethnopharmacologie, montrent que
les plantes utilisées en médecine traditionnelle et qui ont été testées sont souvent des plantes efficaces
dans les différents modeles pharmacologiques et quasiment dépourvues de toxicité (Bouzid, 2017).

Actuellement, ’utilisation des plantes médicinales dans le traitement des pathologies est devenue
I’une des principales voies d’acceés aux soins. L’action de la phytothérapie sur I’organisme dépend de
la composition des plantes qui constituent un réservoir inépuisé de nouveaux métabolites secondaires
(Nasri, 2016).

Ces métabolites secondaires font I’objet de nombreuses recherches basées sur les cultures in vivo et
in vitro de tissus végétaux. Ceci est notamment le cas des polyphénols des végétaux qui sont
largement utilisés en thérapeutique comme vasculoprotecteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs
enzymatiques, antioxydants et antiradicalaires. Ils sont présents dans toutes les parties des veégétaux
supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, Pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de
nombreux processus physiologiques. Les plus représentés sont les polyphénols, les flavonoides et les

tannins (Kanoun, 2011).

L’ Algérie est reconnue par sa diversité variétale en plantes médicinales et aromatiques dont la plupart
existent a I’état spontané, ainsi que par 1’utilisation populaire dans I’ensemble des terroirs du pays.
Cependant, la flore algérienne avec ses 3000 especes appartenant a plusieurs familles botaniques,
dont 15% d’endémiques, reste trés peu explorée sur le plan phytochimique comme sur le plan
pharmacologique (Bouzid, 2017).Dans le cadre de notre mémoire de master, nous nous sommes
intéressées a ’espéce Centaurea papposa appartenant au genre Centaurea et a la famille des
Asteraceae, et a I’espece Punica granatum L (grenadier) de la famille des Lythraceae. En se basant
sur leur compositions chimiques particulierement riche en métabolites secondaires notamment les
composés phénoliques, composés terpéniques, lignines, faisant d’elles une source essentielle de

principe actifs.




Introduction générale

La présente étude a pour objectif I’évaluation de ’activité antibactérienne et antifongique des extraits

de ces deux plants médicinaux.
Notre travail a caractere phytochimique est constitué de deux parties :

» La premiére partie : est une synthése bibliographique ou nous apportons des généralités

sur les plantes, les métabolites secondaires et les activités biologiques

> Ladeuxiéme partie : Expérimentale, est abordée a I'extraction de trois extraits (n-
butanol, dichlorométhane et acétate d'éthyle) a partir de feuilles de Centaurus papposa et
Punica granatum L, puis a I'étude de leur effet antibactérien et antifongique.

Enfin, une conclusion qui nécessite de dégager les perspectives nécessaires pour mieux se

plonger dans ce travail est donnée.
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Généralités sur les especes étudiées

1 Genéralités sur La famille des Astéracées

Le mot « Aster » du grec signifie étoile, en relation avec la forme de la fleur (Charles Dorniet al.,
2017). La famille Asteraceae est la plus vaste du groupe des dicotylédones. Plusieurs plantes de cette
famille sont cultivées pour leur valeur alimentaire (le tournesol, le topinambour, la laitue, la chicoreée,
la camomille, etc.) ou comme plantes décoratives (les dahlias, les asters, les rudbeckies, les gaillardes,
etc.). Dans cette famille on y retrouve un grand nombre d'especes tres communes dans les champs et
les villes. Elles possedent des propriétés antibactériennes, antifongiques, antivirales et anti-

inflammatoires (Matsudaet al., 2002).

La famille des Astéracées est la plus étendue du monde végétal, avec environ 25000 espéces reparties
en 1300 genres, dispersées sur toute la Terre (Bremer et Anderberg Arne, 1994). Les genres les
plus importants du point de vue du nombre d’espéces sont : Senecio (1500 especes), Vernonia (1000
espéces), Cousinia (600 especes) et Centaurea (600 espéces). D’apres Quezel et Santa, en Algérie, il
en existe 109 genres et 408 especes. Ce qui représente environ 8 a 10 % de toutes les plantes a fleurs
(Quezel et Santa, 1963).

Ce sont essentiellement des plantes herbacées, méme si la famille comprend aussi des arbres, des
arbustes ou des lianes, et ils ont des formes de croissancetelles que des géophytes, des épiphytes et

des plantes grimpantes (Sanchez-Chavez, 2019).

1.1 Distribution géographique

La position géographique et la diversité climatique de 1’Algérie lui confere une des flores les plus
diversifiée et les plus originales du bassin méditerranéen. La connaissance de la composition
floristique et la répartition des communautés d’adventices permet une bonne gestion de la parcelle
(Fertout-Mouri, 2018). En effet, c’est dans I'étage bioclimatique subhumide que 1’on trouve le
maximum d’espéces en dépit de sa surface relativement faible, de Saharien, de 1’Aride et du Semi-
aride (lonesco 1965): plus de 60 % de la flore totale et 40 % de la flore rare y sont présentes
(Fernnaneetlbn Tattou, 1999).

Les composées ont une distribution mondiale (sauf 1’Antarctique) avec une large diversification
écologique. Toutefois, elles sont abondantes principalement dans les régions tropicales et
subtropicales bordant les zones semi-arides et désertiques, elles sont moins fréquentes dans les foréts
tropicales (Fig.01) (Quezel et Santa, 1963).
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Figure 01: Carte de répartition géographique de la famille des Asteracées dans le monde (en rouge).

1.2 Caractéristiques botaniques

Morphologie générale : Les Astéracées ont la caractéristique commune d’avoir des fleurs réunies en
capitules, sans pédoncules, placées sur I’extrémité d’un rameau ou d’une tige et entourées d’une
structure formée par des bractées florales. Cette structure en forme de coupe ou de collerette est

appelée un involucre (Barkely et al., 2006).

Suivant le type de fleurs composant le capitule, on a les inflorescences suivantes (Fig.02) :
¢ Tubuliflores : composées uniquement de fleurs actinomorphes, tubuleuses (Centaurea).

e Liguliflores : composées uniquement de fleurs zygomorphes, ligulées a 5 dents (Lactuca).
el abiatiflores : composées uniquement de fleurs zygomorphes bilabiées (Mustisia).

e Radiées : fleurs zygomorphes ligulées a 3 dents a la périphérie, fleurs actinomorphes tubuleuses au

centre (Senecio).
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Tubuliflores Labiatiflores

(Centaurea) (Senecio) (Mutisia) (Laitue)

Figure 02: Types des fleurs des plantes d'Astéraceae.

Les feuilles sont le plus souvent alternes. Elles peuvent aussi étre opposées ou réunies en rosette

principale (Paquerette).

Les fruits sont des akénes généralement surmontées d'une aigrette de poils (Pappus) apparaissant sous
la forme d'écailles, de soies, d'arétes ou d'une couronne qui favorise leur dispersion par le vent
(Spichiger et al., 2004).

1.3 Systématique

Régne : Plantae
Sous-regne : Tracheobionta (Plantes vasculaires)

Embranchement : Phanerogamae (Phanérogames)

Sous-embranchement : Magnoliophytina(Angiospermes)

Classe : Magnoliopsida (Dicotyledones)
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae (Compositae)
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2 Généralités sur le genre Centaurea

L’étymologie de 1’appellation du genre « Centaurea » dérive du nom grec « Centaureios »herbe du
Centaure Chiron, auquel on attribuait la découverte des propriétés de ces plantes (Bandyukovaet al.,
1969).

Les centaurées sont des plantes a résine ou a essence sans latex, elles se multiplient par touffes ou par
semis, généralement au printemps. Elles se rencontrent sur différents types d’habitats tels que, les
déserts et les semi-déserts, les pentes raides, les hautes montagnes, les terres arables, les zones a

inondations périodiques, les zones séches et partiellement exposées au soleil (Hellwig, 2004).

Le genre Centaurea comprend plus de 500 espéces, dont 45 se développent spontanément en Algeérie,
dont 7 sont localisées dans le désert du Sahara (Labedet al., 2019). Il est répandu aussi bien sur le

territoire national qu’en Europe, Asie, Afrique, Amérique du Nord (Canada et USA) et Australie
(Tab.01) (Gousiadou et skaltsa, 2003 ; Mabberley, 1987).

Tableau 01: Localisation de quelques especes du genre Centaurea (Mishio et al., 2006).

Localisation Espeéces Références
Région méditerranéenne C. calcitrapa ; C. hololeuca (Lourenco et al., 2002)
Afrique du nord C. chamaerhaponticum ; (Benayache et al., 1992)

C.pullata
Toute 1’Europe C. maroccana ; C.ptosimopappa  (Celik et al., 2006)
Saharienne C.ruthencia; C.tougourensis (Adekenov et al., 1986)
Europe de I’Est C.solstitialis ; C .diffusa (Anand et al., 2003)
Algérie C.pubescens ; C.musimomum (Medjroubi et al., 1997)

2.1 Description botanique du genre Centaurea

Ce genre regroupe de nombreuses plantes de la famille des Astéraceae, assez proches des chardons
et des circes, mais qui s’en distinguent notamment par leurs feuilles non épineuses. Les Centaurées
sont des plantes herbacées annuelles, bisannuelles ou vivaces, a feuilles alternes comme pour tous les
composeées, les fleurs ou fleurons, sont disposées en capitule, entourées d'un involucre de bractées.
Dans le cas des Centaurées, les fleurs sont toutes tubulées, celles de la périphérie (souvent stériles)

s'ouvrant largement en cing lobes.
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Leur couleur varie le plus souvent entre le rose, le pourpre et le violet, mais il existe aussi quelques

especes a fleurs jaunes.

L'involucre est composé de bractées inégales sur plusieurs rangs, a la maniere des artichauts. Ces
bractées peuvent étre ciliées (cas le plus fréquent) ou épineuses. Leur observation est essentielle pour

déterminer les espéces.

Les fruits sont des akenes longs ou ovoides, lisses a hile latéral, profond, barbu ou non portant une
aigrette assez courte, simple ou double, persistante ou caduque, notamment pour les fruits du centre
(Quezel et Santa, 1963).

2.2 Richesse en métabolites secondaires des especes du genre Centaurea

Récemment plusieurs especes du genre Centaurea font le sujet d'une large investigation
phytochimique en raison de leur richesse en métabolites secondaires connues pour leurs diverses
activités biologiques, on cite a titre d'exemples: les flavonoides, les lignanes, les acétylénes, les
sesquiterpenes lactones. Ces derniers sont les substances les plus fréquentes chez les espéces du genre
Centaurea, caractérisées par des activités biologiques trés importantes: anti tumeur, cytotoxique,

antimicrobienne, hypothermique (Lee et al., 1977).

2.3 Propriétés pharmacologiques du genre Centaurea

Depuis l'antiquité de nombreuses espéces du genre Centaurea sont utilisées en médecine
traditionnelle pour soigner et pour traiter différentes maladies. Les Centaurea ont plusieurs effets
pharmacologiques tels que: anticancéreux, antiinflammatoire, anti-affection urogénitale, anti-
nociceptif, antipyrétique, anti-artérioscléreux, antinéoplasique et anti-infection microbienne. Elles
sont aussi utilisées contre les douleurs rhumatismales, les problémes cardiovasculaires, les maux de
téte, les symptomes gastrointestinaux, les parasitaires et comme soulageant de la fiévre, ce sont aussi
des remedes stimulant et cicatrisant des plaies (Labed et al., 2019 ; Belkacem et al., 2014 ;Baharfar
et al., 2009 ; Kilic, 2013 ; Koca et al., 2009 ; Leonardi et al., 2011). Elles présentent une activité
élevée dans les systemes vivants, avec un fort intérét pharmacologique ce qui explique leurs

utilisation a long terme dans la médecine traditionnelle.

Le tableau ci-dessous présente quelques effets thérapeutiques déja étudiés du genre Centaurea.




Tableau 02: Effets thérapeutiques des Centaurea.

Espéces

C. Amaena et C. Aksoyi

Centaurea albonitens

Centaurea pungens

Centaurea maroccana

C. Drabifolia et C. Lycopifolia

Autres
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Propriétés thérapeutiques

Antioxydants, antibactériens

Agent anticancéreux potentiel et
un activateur de la sensibilité
chimiothérapeutique.

L'activité antimicrobienne

Protecteur contre

I’hépatotoxicité

Antioxydants, anti microbienne,

anti alzheimer, anti diabétique

Activités antimicrobienne,
antivirale, antifongique,
cytotoxique, anticancéreuse,
Effet analgésique, diurétique et

combat le refroidissement.

3 Centaurea papposa (Coss.) Greuter

3.1 Description botanique

Références

(Albayrak et al., 2017)

(Bahmani et al., 2018)

(Albayrak et al., 2017)

(Schauenberg, 2006)

(Zengin et al., 2018)

(Toribio et al., 2004)
(Berrin et al., 2007)
(Skaltsa et al., 2000)
(Medjroubi et al., 2005)
(Shoeb et al., 2007)
(Djeddi et al., 2008).

La Centaurea papposa est une plante vivace a souche ligneuse, endémique et tres rare. Son aire de

répartition est de la Wilaya de Skikda jusqu’au fronti€res tunisiennes, mais se localise au niveau de

Cape de Garde d’Annaba. La tige et les feuilles sont tomenteuses blanchatres. Les feuilles tres

découpées, les inférieurs bipinnatipartites a lobes oblongs. Les bractées moyennes de I’involucre

lanceolée-aigués ; a appendice comportant des denticulations régulieres, non épineuses et en petit

nombre. L’inflorescence est un capitule petit de 1 & 1.5 cm de diamétre, disposés en corymbe

composé. Les corolles roses. Le fruit est un petit akene, strié a stries blanchatres et bien apparentes.

L’aigrette présente et courte (1/3 environ de 1’akéne) (Fig.03) (Quezel et Santa, 1962).
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Figure 03 : Centaurea papposa (Coss.) Greuter.

3.2 Place dans la systématique

Selon Dupont et Guignard (2012), la Régne : Plante

Centaurea papposa appartient a la classification Embranchement : Embryophytes

Sulvante Sous Embranchement : Trachéophytes

Super Classe : Spermatophytes

Classe : Angiospermes
Grade : Triporées

Grade : Triporées évoluées
Ordre : Astérales

Famille : Astéracées
Sous—famille : Carduoidées

3.3 Synonyme de I’espéce Tribu : Carduées

# Centaurea gymnocarpa var. papposa Coss || Sous—tribu : Cardopatinées

# Centaurea glomerata var. papposa (Coss.)
Genre : Centaurea

Espece : Centaurea papposa (Coss.) Greuter
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3.4 Etudes phytochimique antérieurs sur Centaurea papossa

De nombreuses études chimiques antérieures ont été enregistrées sur des especes appartenant au
méme genre Centaurea, sur les lactones sesquiterpéniques, les flavonoides. Récemment quatre
sesquiterpenes lactones et un flavonoide ont été isolés de I’extrait acétated’éthyle des parties

aeriennes de Centaurea papposa. Il s’agit (Fig.04) :

D’un gérmacranolide connucomme étant cnicine (1), d’un eudesmanolide malacitanolide(2), deux
nouveaux élemanolidesle 8a-O- (3,4-dihydroxy-methylenebutanoyloxy)-dehydromelitensine(3), 8a.-
0O-(3,4-dihydroxy-2-methylenebutanoyloxy)-15-0x0-5,7RH, 6aH-eleman-1,3,11(13)-trien-6,12-
olide(4), 8a-O-(3, 4-dihydroxy-methylenebutanoyloxy)-dehydromelitensinmethylester
(5),uneflavone I’eupatorine(6) (Grafakou et al., 2018).

A OH COOCH,

1 2 3: R’= CH,OH 5
4: R'= CHO

- 0 OH OH
R T e

OH |,

Figure 04 : Structures chimiques des composées isolées.

4  Généralités sur la famille des Lythracées
C’est une famille de plantes a fleurs, comprenant 32 genres, avec environ 620 espéces d’herbes,
d'arbustes et d’arbres. Elle comprend également la grenade (Punica granatum, anciennement en

Punicaceae).

Les Lythraceae a une distribution mondiale, avec la plupart des especes dans les tropiques, mais

s'étendant également dans les regions a climat tempére.

Botaniquement, les feuilles sont généralement par paires (opposées) et les pétales de fleurs

émergentes du bord du tube du calice. Les pétales semblent souvent froissés (Fig.05) (Stevens, 2011).

10
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Figure 05 : Lythrum Salicaria.

4.1 Distribution des Lythraceae

Les Lythraceae sont largement distribuées, mais avec la plupart des especes tropicales et certaines
tempérées. (Stevens, 2011 ; Juddet al., 2008). lls sont absents du Sahara et des régions les plus arides
de I'Australie (Stevens, 2011). De nombreuses especes sont présentes dans des habitats aquatiques

ou semi-aquatiques (Fig.06).

Figure 06: Répartition géographique des Lythraceae (en noire).

4.2 Caractéristiques des Lythraceae

Les espéces de Lythraceae sont le plus souvent des herbes et moins souvent des arbustes ou des
arbres, les arbustes et les arbres ont souvent une écorce squameuse (Mabberley,2008). Traits
partagés par les espéces au sein des Lythraceae, qui les distinguent d'appartenir a d'autres familles de
plantes sont les pétales froissés dans le bourgeon et le tégument externe a plusieurs couches de la
graine (Judd et al., 2008).

11
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5 Le grenadier dans le regne vegétal

5.1 Historique du grenadier (Punica granatum L)

La grenade (Punica granatum L., Punicaceae) est une plante et un fruit anciens et bienaimés. Le nom
«grenade» suit le nom latin du fruit Malum granatum, qui signifie «pomme granuleuse». Le nom
génerique Punica se référe a Pheonicia (Carthage) a la suite d'une supposition erronée concernant son
origine. La grenade et son utilisation sont profondément ancrées dans I'histoire humaine, et
I'utilisation se trouve dans de nombreuses cultures humaines anciennes comme nourriture et comme
reméde médical. Malgré cela, la culture de la grenade a toujours été restreinte et généralement
considérée comme une culture mineure. Le grenadier nécessite une longue saison chaude et séche

afin de produire un bon rendement de fruits de haute qualité (Larrosa et al, 2010).

Des découvertes scientifiques récentes corroborent l'utilisation traditionnelle de la grenade comme
remede médical et indiquent que les fruits, fleurs, écorces et feuilles de grenade contiennent des
substances phytochimiques bioactives qui sont antimicrobiennes, réduisent la tension artérielle et
agissent contre les maladies graves comme le diabéte et le cancer. Ces découvertes ont conduit a une
plus grande sensibilisation du public aux bénéfices du fruit de la grenade, en particulier dans le monde
occidental, et par conséquent a une augmentation importante de la consommation de ses fruits et jus
(Lansky et Newman, 2007).

Il existe plus de 1000 variétés de Punica granatum L. (Lansky et Newman, 2007). Les critéres les
plus utilisés pour les distinguer sont la taille du fruit, la couleur de 1’écorce, la couleur des graines, la

dureté des pépins, la teneur en jus, I’acidité et I’astringence et la période de maturation (Stover et

Mercure, 2007).

Figure 07 : Arbre de grenadier.

12
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5.2 Description morphologique

La grenade est un arbuste qui tend naturellement a développer plusieurs troncs et a une apparence
buissonnante. Lorsqu'il est domestiqué, il est cultivé comme un petit arbre qui peut atteindre 5 m.
Dans des conditions naturelles, il peut parfois atteindre plus de 7 m a l'autre extréme, dans un
environnement naturel sévére, on peut trouver des variétés de brousses rampantes (levin, 2006). En

outre, il existe des cultivars nains qui ne dépassent pas 1,5 m (Levin 1985, 2006, Liu 2003).

Le grenadier s’adapte au climat méditerranéen, il possede également une bonne résistance au froid.

En effet, il survivra a des températures de 1’ordre de -12 & -15 °C (Sheete et al, 2004).

= Feuille :

Les feuilles du grenadier sont brillantes, lancéolées, assez coriaces, présentent un limbe elliptique
allongé, de 3 a 8 cm de long, de sommet obtus ou allongé, munies d’un court pétiole rougeatre
(Alhijna et Bourich, 2017). Ces feuilles sont caduques, opposées et disposées sur les rejets comme
ils peuvent étre en touffes sur les pousses courtes, glabres sur les deux faces. Caractérisées par la
couleur verte foncé de la face supérieure et a nervure médiane nettement déprimée. La face inférieure,
vert clair, montre une nervure médiane trés saillante (Avreinoff, 1957). Notons que les feuilles du

grenadier ne possedent pas de stipule (Fig.08).

Figue 08: feuilles du grenadier.
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# Fleur :

Les fleurs du grenadier portent également le nom de balaustes (quand elles sont sous forme de
boutons). Elles sont trés ornementales, de couleur rouge pourpre ou grenat, d’aspect froissé, portées
par un court pédoncule (Fig.09) (Melgarejo et Salazar, 2003).

La période normale de la floraison de différents cultivars de grenadier se produit généralement entre
mars- avril et juin- aout. Elle dure jusqu’a 10 —12 semaines et voire plus selon les variétés et les
conditions géographiques (Ben-Arie et al, 1984). Pour la biologie florale, le grenadier est une espéce
monoique qui développe, sur le méme arbre, des fleurs hermaphrodites fertiles en formes de "Vase"
et des fleurs males stériles avec un style trés court et des ovaires atrophiés en forme de cloche

(Melgarejo et Salazar, 2003).

Figure 09: Fleurs du grenadier.

# Fruit:

La grenade est une grosse baie ronde, de 8 a 12 cm de diamétre, au péricarpe dur et coriace qui, a
maturité, vire au jaune-rouge-orangé. Quand on coupe la grande en deux, on découvre une multitude
de graines d’une forme caractéristique en « germe de rubis », rangées dans des loges (6 a 12 loges)
délimitées par des cloisons membraneuses blanchatres de saveur apre. Chacune de ces graines est
constituée d’un pépin enrobé d’une épaisse couche moelleuse, tres juteuse, de couleur rouge-rose
translucide, c’est cette pulpe qui constitue la partie comestible de la grenade, elle représente 55% du

poids total du fruit (Fig.10) (Espirade, 2002).
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Fegure 10 : fruit du grenadier.

5.3 Nomenclature

Selon les langues parlées dans chaque pays, le nom vernaculaire de Punica granatum varie. Ainsi le
nom de cet arbre sera :
v' Enarabe: ¢
En anglais : Pomegranate ou Pome Granate.
En allemand : Granatapfelbaum, Granatbaum, Gemeine Granat, Balluster.
En espagnol : Granado coltivado, Mangrano.
En italien : Granato.

L EANERNEE NN

En chinois : Ngan Che Lieou, Shi Liu (Reguieg, 2019).

5.4 Classification botanique

Le grenadier « Punica granatum » vient du latin « Malum granatum » qui signifie « Fruit a petits
grains » (CYR, 2017). Il a été décrit par Linné et introduit pour la premiére fois dans sa classification
en 1753, qui a été révisée en 2003, par un groupe de botanistes, « Angiosperm Phylogeny Group »
ou APG, donnant naissance a une nouvelle classification phylogénétique APGII (Fig.11) (Wald,

2009). La position du grenadier est la suivante :
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Embranchement

Angiospermes /

Sous-
embranchement

Dicotylédones

Classe Ordre Famille Genre Espece
Rosidée Myrtale Lythraceae Punica Punica
granatum L

Figure 11 : Position de Punica granatum L. selon laaclassification APGII. Source : (Spichiger et al, 2004).

Il convient donc de retenir que dans cette nouvelle classification, la famille de Punicacées n’existe
plus. Le grenadier appartient alors & la famille des Lythracées, famille comportant 30 genres et 600

especes (Spichiger et al, 2004).

5.5 Origine géographique et aire de répartition du grenadier

5.5.1 Origine
Le grenadier est une plante fruitiere, originaire de I'Himalaya dans le nord de I'IndeJusqu’en Iran. I
est consideré parmi les premiers fruits cultivés par 'hnomme depuis environ 4000 ans av.j, cependant

il est cultivé et naturalisé depuis I'Antiquité dans toute la régionMéditerranéenne.

Au cours des derniers milliers d’années, il s’est répandu partout dans le monde, del’ Asie a I’Europe
puis a I’Amérique du Nord. 1 est actuellement cultivé dans les régionsTropicales et subtropicales du

monde (Melgarejo et Valero, 2012 ; Kurtay, 2014).

5.5.2 Aire de répartition géographique
# Dans le monde
Le Punica granatum L. est cultivé a une échelle considérable dans de nombreux pays d'Orient tels
qu’lran, Afghanistan, Transcaucasie, Turquie et Turkestan, de méme sa culture est largement
pratiquee dans le bassin méditerranéen (Espagne, Italie, Grece, Algérie, Tunisie et Maroc ....etc.)
(Evreinoff, 1957 ; Kanoun, 2014).
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On le trouve encore en Amérigue et on le rencontre déja plus rarement dans le midi de la France, au

Portugal, en Israél, en Egypte, en Syrie et dans les pays balkaniques (Fig.12) (Evreinoff, 1957).

Qe &)
| O;Vlllb
Villa )
’o y
V' [ IV : Centre du Moyen-Orient |

Figure 12 : Centre d’origine et de diversité des arbres grenadiers cultivés (IV) selon le chercheur Vavilov

(1951) (Sanchez-Monge, 1974).

t L'introduction du Grenadier dans la culture européenne et méditerranéenne

C’est les Romains qui ont introduit cet arbre en Afrique du Nord, et ils le connaissaient sous le nom
de « Malum panicum », décrit par les auteurs romains depuis I'époque de Caton (lle siecle avant J-
C).

En Espagne, la culture du Grenadier s'est développée surtout sous l'occupation arabe, d'ou son nom
«Granada » provenant du nom de la ville de Grenade, ou cette culture était florissante, mais
actuellement est moins appréciée qu’elle ne I’était dans le passé.

En Italie, en Espagne, au Maroc et en Algérie, on observe souvent des grenadiersredevenus sauvages,

au voisinage des habitations (Fig.13) (Evreinoff, 1957).
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Fxrension de fo culture
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Figure 13 : Limite de la culture du grenadier dans la zone méditerranéenne et caucasienne (Evreinoff, 1957).

= Le grenadier en Algérie

Malgre le fait que legrenadier soit peu exigeant, les plantations ne sont pas trés importantes en
Algérie. 1l existe de nombreuses variétés de grenades, de qualités tres différentes.

11 est répandu dans toute 1’ Algérie et subspontané souvent dans le Tell Algéroconstantinois (Meftah,
2003). En Oranie, les variétés les plus cultivées sont : Tendral (appelée Molla), Blanca, Si Hueso,
Colorado. Plusieurs sortes de grenadier sont signalées dans des petits jardins en Kabylie, cependant,

(Lahlou, EImouze, etc.) sont connus.

Le tableau suivant représente les quatorze variétés qui sont actuellement autorisées a étre produites

et commercialisées par I’Etat (Inraa, 2006).

Tableau 03 : Variétés de grenadier autorisées a commercialiser en Algérie (Inraa, 2006).

Espagne rouge Gajin Gajin Selection station
Corda travita Sefri Chelfi

Moller huesso Zemdautomne Doux de kolea
Mellisse Sulfani Messaad

Papers shell Spanish duoy
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5.6 Usages traditionnels et empiriques de (Punica granatum L)

Le Grenadier est une espéce fruitiere méridionale et subtropicale précieuse. Il est sans doute celui qui
se préte aux usages les plus variés méme décoratifs. Il n'est pas seulement utile par ses fruits, mais
par les produits qui en sont extraits (Evreinoff, 1957). Il possede une large gamme de bioactifs

(Ravikumar et al., 2019). Chaque partie de cette plante a des propriétés thérapeutiques.

La fleur de Punica granatum a traditionnellement été utilisée pour traiter la pharyngite et la bronchite
(Khare et al., 2004 ; Bekir et al., 2013). Diverses parties de la grenade ont été utilisées pour traiter
la fiévre, la bronchite, les infections des voies respiratoires, le paludisme, ect (Siban et al., 2012).
Les fleurs de grenade sont utilisées pour traiter le diabéete, I’hématurie, les hémorroides, I’hémoptysie

et la dysenterie (Mithun et al., 2012).

Le péricarpe du fruit de la grenade contient des composés qui peuvent jouer un réle important dans
les activités antibactériennes contre certaines bactéries intestinales et pathogenes d’origine

alimentaire (Ganeshkumar et al., 2013).

L’extrait de fleur de Punica granatum a un effet inhibiteur sur le facteur nucléaire kappa-light-chain-
enhancer des cellules activées (NF-kB), qui est un facteur de transcription pour les cytokines et les
molécules d’adhésion des leucocytes (Sarker., 2012). L’extraitd’écorce de Punica granatum peut
étre un traitement bénéfique pour la dysenterie, la diarrhée, I’acidose et I’hémorragie en réduisant

I’émergenced’un clone épidémique (Ganeshkumar et al., 2013).

Plusieurs études récentes sur la grenade, en soulignant son rdle comme un vasculoprotector en raison
de la présence de tanins hydrolysables, ellagitanins, et I’acide ellagique, trouvé que cela réduit le
stress oxydatif et de I’agrégation plaquettaire, ainsi que absorption des lipides par les macrophages
(Dongdong, 2018).

Il est également possible que des grenades pourraient étre utilisées dans le processus de soins de santé
bucco-dentaire. En outre, il a été montré pour étre efficace dans le renforcement des gencives et fixer
les dents laches. Auparavant, Abdollahzadeh et ses collégues (2011) ont signalé que I’extrait de
Punica granatum était un puissant antibactérien contre les agents pathogenes oraux tels que

Streptococcus mutans et Staphylococcus aureus (Al-Obaidi et al., 2017).

Les extraits de zeste de grenade ont été trouvés pour étre les plus efficaces a inhiber la croissance
d'une varieté de bactéries, y compris Escherichia coli et Bacillus subtilis (Karthikeyan et Vidya,
2019).
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Dans les cellules RAW 264,7, I'extrait de grenadier a un potentiel anti-inflammatoire en modulant la
synthese de plusieurs médiateurs et cytokines impliqués dans le processus inflammatoire, tels que
NO, PGE 2, IL-6 et TNF (Jianjun xu, 2017).

Quand il vient au traitement du cancer, Punica granatum a été montré pour avoir un haut taux
d’activités anti-cancer (Mustafa et al., 2020) de la vessie humaine cellule T24 (Masci et al., 2016),
le cancer du col de l'utérus (Guo et al., 2016), les cellules cancéreuses de la prostate (Deng et al.,
2017), cellules de cancer du sein (Dikmen et al., 2011), de cancer du c6lon (Moreira et al., 2017) et
de cancer de la thyroide (Li et al., 2016). L’utilisation de cette espéce offre une alternative
phytothérapeutique pour prévenir les dommages de I’ADN et réduire les effets secondaires oxydatifs

associes aux chimiothérapies de traitement du cancer (Mahmoudieh et al., 2019).

5.7 Composition chimique de la grenade (Punica granatum L))

Punica granatum est également utilisé dans la médecine traditionnelle pour traiter de nombreuses
maladies. Des recherches antérieures ont identifié les activités biologiques de la grenade comme

anticancérigéne, antimicrobienne, antioxydante et antivirale (Malik et 2005 ; Turfan et al., 2011).

Des études chimiques antérieures sur la grenade ont révélé que ses écorces, ses fleurs et son jus
contenaient une variété d’antioxydants, notamment des anthocyanes, des catéchines et des
ellagitanines (Duman et al., 2009 ; Hayrapetyan et al., 2012). D’autres composés tels que les
alcaloides, les sucres, et I’acide organiques (tels que I’acide citrique, malique, tartrique, fumarique
succinique, et 1’acide ascorbique) sont ajoutés a ce produit, des acides aminés, des acides gras et les
minéraux tels que le calcium, le magnésium, le phosphore, le potassium et le sodium (Douaouri,
2018), I’acide ellagique 1’acide gallique, et punicalagine ont tous été trouvés pour étre impliqués dans
la génération de NO, PGE-2, et IL-6 en réponse a LPS (Ben Saad, 2017). Les graines sont également
une source riche de lipides qui représentent de douze a 20% du poids total des graines (Elfalleh et
al., 2011 ; Fernandes et al., 2015).

La grenade pourrait étre une bonne source de composeés bioactifs phénoliques. Les anthocyanes et les
ellagitanins étaient deux groupes de composés polyphénoliques trouvés dans I'écorce de grenade
tunisienne (Wafa et al., 2017) .Environ 50% du la poids totale du la fruit est occupé par peau, qui est
également une riche source de composés bioactifs tels que des composes phénoliques, flavonodes,
ellagitannines, proanthocyanidines, et des minéraux, principalement du potassium, azote, calcium,

phosphore, magnésium, et le sodium (Sreekumar et al., 2014).
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Les fleurs de Punica granatum contiennent au moins six composés efficaces différents, y compris
I’acide maslinique, daucosteérol, et glucosinolates, I'acide ursolique, I'acide ellagique, I'éthyle I'acide

carboxylate de brévifoline, et I'acide tri-Ométhyléllagique (Bekir, 2013).
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Généralités sur les métaboulites secondaires

1 Les métabolites secondaires

Le métabolisme secondaire dérive du métabolisme primaire et fournit des métabolites a faibles
quantités, mais dont I’application dans différents domaines, en particulier a intérét pharmaceutique et
cosmétique, voir nutritionnel, sont de la plus grande importance (Harbone, 1998). Les composés
phénoliques, les alcaloides ainsi que les huiles essentielles font partis du groupe des métabolites

secondaires (Haddouchi et Benmansour, 2008).

1.1 Définition

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées par les plantes
autotrophes (Boudjouref, 2011). Ces métabolites sont généralement caractérisés par leurs faibles
concentrations dans les tissus végétaux (généralement quelques pourcents du carbone total)
(Newman et Cragg, 2012). Ces derniers n’exercent donc pas de fonction directe au niveau des
activités fondamentales de la plante. Leur absence n’entraine pas une mort immédiate mais peut

cependant limiter la survie, la fécondité ou 1’apparence d’un organisme (Guignard, 1996).

Les métabolites secondaires sont biosynthétisés a partir de métabolites primaires et jouent un role
majeur dans les interactions de la plante avec son environnement, contribuant ainsi a la survie de
I’organisme dans son écosystéme. Ils ont essentiellement pour role d’accroitre la compétitivité de
I’organisme qui les biosynthétise en lui conférant un avantage sur d’autres organismes (Coffi et al.,

2012).

Les métabolites secondaires ont donc des fonctions biologiques qui peuvent s’avérer essentiels

(Scharf et al., 2014) :

% les pigments isoprénoides et les parfums (isoprénoides volatils) des plantes attirent les insectes
pollinisateurs (essentiels pour la reproduction).

¢ moyens de défense contre des agressions d’origines biotiques et abiotiques.

¢+ communication entre plantes, micro-organismes ou animaux (hormones, phéromones, ...).

Les plantes produisent plus de 200.000 métabolites secondaires. Les plus grands groupes sont les
alcaloides, les terpenoides, les stéroides et les composés phénoliques. Ils représentent une immense
valeur économique, en particulier pour I’industrie pharmaceutique et cosmétique (Crozier et al.,

2006).
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1.2 Classification

Les CP peuvent étre regroupés en de nombreuses classes qui se différencient d’abord, par la
complexité du squelette de base ensuite, par les degrés de modification de ce squelette (degrés
d’oxydation, d’hydrolation, de méthylation...) et enfin, par les liaisons possibles de ces molécules de
base avec d’autres molécules : glucides, lipides, protéines, autres métabolites secondaires pouvant
étre ou non des CP (Fig.02) (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Polyphenols

— | 1
Phenolic acids Flavonoids Non-flavonoids
[ 1 l S l 1
Hydroxybenzoic acid  Hydroxycinnamic acid Stilbenes Lignans Others
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0.2 j- HyCO D OH
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OH OCHy
Gallic acid Ferulic acid Resveratra Secolsolanciresinol Cureumin
r T | I ) 3 |
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HE HO f ] HO o \.@ HO Q Q:IJ‘ e o HO o ﬁjj
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Quercatin Apigenin Catechin Maringenin Puerarin Cyanidin

Figure 01 : Les différentes classes des composés phénoliques.

2  Composes phénoliques

Le terme « polyphénols» est fréguemment utilisé dans le langage courant et méme dans des articles
scientifiques ou de vulgarisation pour désigner I'ensemble des composés phénoliques des végétaux.
En fait, il devrait étre réservé aux seules molécules présentant plusieurs fonctions phénols, excluant
ainsi les monophénols, pourtant abondants et importants chez les végétaux. La désignation générale
«composés phénoliques» concerne donc a la fois les mono, les di et les polyphénols dont les
molécules contiennent respectivement une, deux ou plusieurs fonctions phénoliques (Fig.01)
(Fleurietet al., 2005).
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Le phénol C(gH5-OH

OH
OH
C H
H -
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Figure 02: la formule chimique brute d’une fonction phénol (C6H50OH).

» Polyphénols monomériques

2.1  Acides phénoliques simple

Les acides phénoliques, ou acides phénols ont une fonction acide et plusieurs fonctions phénols, Ils
sont incolores et plut6t rares dans la nature (Haslam, 1994). lls se divisent en deux classes : les
dérivés de l'acide benzoique (les acides hydroxycinnamiques) et les dérivés de I'acide cinnamique

(les acides hydroxybenzoiques) (Pandey et Rizvi, 2009).

v Acide phénols dérivés d’acide benzoique
Sont des hydroxybenzoiques et ont une structure générale de base de type (C6-C1), ces molécules

existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides (Harrar, 2012). Les plus répandus sont : I’acide

salicylique et I’acide gallique (Tab.01) (Bruneton, 1999).
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Tableau 01: Les principaux acides phénoliques dérivés de I’acide benzoique (Sarni-Manchado et
Cheynier, 2006).

Structure R1 | R2 R3 | R4 Acide phénolique
Rl H |[H H H Acide benzoique
. |H H OH |H Acide p-hydroxy
0 benzoique
R2 H OOH |OH |H Acide protocatechique
H OCH3 |OH | H Acide vanillique
o H OH OH | OH Acide gallique
R3 H OCH3 | OH | OCH3 | Acide syringique
OH |H H H Acide salicylique
H OH H OH Acide gentisique

v Acide phénols dérivés d’acide cinnamique

Les acides phénols dérivés de I’acide cinnamique sont souvent estérifiés. Les plus courants sont 1’acide
cinnamique, I’acide café€ique, I’acide férulique, 1’acide pcoumarique et I’acide synaptique (Tab.02) (Haslam,

1994).

Tableau 02: Principaux acides hydroxycinnamiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Structure R1 R2 R3 Acide phénolique
H H H Acide cinnamique
O
H OH H Acide p-coumarique
Rl
HO /
OH OH H Acide caféique
Rl - -
OCH3 | OH H Acide férulique
E3

OCH3 | OH |OCH3| Acidesinapique
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2.2 Les Flavonoides

Le nom flavonoide provient du terme flavedo, désignant la couche externe des écorces d'orange
(Karaali et al., 2004 ; MaleSev et Kuntié¢, 2007). Cependant d'autres auteurs supposaient que le
terme flavonoeid (de flavus, jaune en latin) désigne une trés large gamme de composés naturels
appartenant a la classe des polyphénols. Ils constituent des pigments responsables des colorations
jaune, orange et rouge de différents organes végétaux (fleurs, fruits et parfoies des feuilles). Pres de

6500 de flavonoides sont repartis en 12 classes connues.

Les flavonoides sont isolés en premier lieu par le scientifique E. Chervreul en 1814, mais ne sont
réellement découverts qu'en 1930 par Albert Szent-Gyoérgyui. lls sont désignés sous le nom de

vitamine P, en raison de leurs efficacité a normaliser la perméabilité des vaisseaux sanguins, cette

dénomination fut abandonnée lorsqu'on se rendit compte que ces substances ne correspondaient pas
a la définition officielle des vitamines, il devient alors clair que ces substances appartiennent aux
flavonoides (Nijveldt et al., 2001).

2.2.1 Structure chimiques et classification des flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires des plantes partageant tous la méme Structure
chimique de base, ils possédent un squelette carboné de quinze atomes de carbonesconstitué de deux
cycles aromatiques (A) et (B) qui sont reliés entre eux par une chaine en C3en formant ainsi
I'nétérocycle (C) (Balentine et al., 2005). Géneralement, la structure des flavonoides estreprésentée
selon le systeme C6-C3-C6 (Emerenciano et al., 2007), en formant une structure de type
diphénylepropane dont des groupements hydroxyles, oxygenes, méthyles, ou des sucres peuvent étre
attachés sur les noyaux de cette molécule (Fig.03) (Narayana et al., 2001 ; MaleSev et Kunti¢,
2007).

OB L B| ~ 0 B |
la| | — | *l cl
0 0

Figure 03 : Structure de base d’un flavonoide.
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Tableau 03: Les principales familles des flavonoides (Nijveldt et al., 2001 ; Massimo et al., 2007 ;

MaleSev et al., 2007).

Famille Exemple Structure Source de nourritures
Flavones Apigeénine, Les oignons, les
Lutéoline pommes, le brocoli, les
baies et persil
Flavanones Naringénine, Les agrumes
Butine
Kaempférol,
Isorhamnetine, . . .
- Le thé vert et noir, le vin
Quercetine, rouge, oignons et tomate
Flavonols Myricétine ge. o1g
Cyanidine,
delphicianidine, . .
P - Les fraises, les baies, les
pelargonidine, .. . ,
.- L raisins, le vin et le thé
Anthocyanidines péonidine,
petunidine
Catéchine,

Flavone-3-ol=
Flavanol

gallocatechine,
Epicatechine,
Gallate

Chocolate, abricot
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» Polyphénols sous forme de polymeres

2.3 Tanins

Tanins (ou tanins) sont des composées d’origine végétale qui appartiennent & la famille des
polyphénol (Berthod et al., 1999) solubles dans I’eau (Akiyama et al., 2001), selon (Cowan, 1999),
leurs poids moléculaires s’étendent de 500 a 3000 Da. Ils ont la capacité de transformer la peau fraiche
en un matériau imperméable : le cuir. Cette propriété de tannage (comme son nom I’indique) est

causée par la formation de liaisons entre la molécule de tanin et les fibres de collagéne dans la peau.

Cette classe de moléecules a des propriétés uniques, telles que la capacité de précipiter les alcaloides,
la gélatine et d’autres protéines (Reed, 1995 ; Sereme et al., 2010). lls peuvent étre liés a la cellulose
et a une variété de minéraux (Muanda, 2010). Les tanins présentent aussi des propriétés
antiseptiques, antibiotiques, astringentes, anti-inflammatoires, anti diarrhéiques, hémostatiques et

vasoconstrictrices (Ali-dellile, 2013).

D’aprés (Tondi et al., 2013) les tannins jouent également un réle dans la protection des plantes contre
la lumiere UV et les radicaux libres, la défense contre les agents pathogenes (animaux, insectes,
champignons et bactéries). En plus ils sont connus comme des agents protecteurs de quelques plantes
contre la sécheresse due aux différents mécanismes moléculaires (Pizzi et Cameron, 1986). Sur le
plan structurel les tanins sont divisés en 2 catégories : les tanins hydrolysables et les tanins condensés
(Haslam, 1994 ; Clifford et Scalbert, 2000 ; Santos-Buelga et Scalbert, 2000).

2.3.1 Tanins hydrolysables
Ce sont des polyesters d’oses et d’acides phénols. Les oses trouvés dans ces tanins sont surtout

représentés par le glucose, ces tanins sont de deux types :

+ Les tanins galliques qui sont les esters d’oses (glucose) et d’acides galliques.

+ Les tanins ellagiques qui sont des esters d’oses et d’acide ellagiques.

Dans les deuxcas, la fraction osidique est estérifiée par plusieurs molécules d’acide ellagique (Fig.04)
(Boudjellal, 2008).
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Figure 04 : Structure de base des tanins hydrolysables; (A) I'acide gallique ; (B) I'acide éllagallique
(Cresitini et Langue, 2015).

2.3.2 Tanins condensés
Il s’agit des polymeres d'unités flavonoides reli¢es par des liaisonscarbonées fortes, non hydrolysable
mais peuvent étre oxydées par les acides forts libérant des anthocyanidines (Hopkins,

2003).L"absence de sucre caracteérise les tanins condensés (Fig.05) (Allal, 2016).

HO

HO

Figure 05 : Structure chimique des tanins condensés (Macheix et al., 2005).

2.4 Anthocyanes

Le terme "anthocyanes™ provient du (grec anthos = fleur et kianos = bleu) (Amrani Joutei et Gloris,
1994). Les anthocyanes sont des pigments issus du métabolisme des flavonoides. 1ls sont responsables
de la couleur des feuilles et fruits auxquels ils donnent leur teinte bleu, violet et pourpre (Bruneton,
1993). Ils sont localisés dans les vacuoles de cellules de 1’épiderme.Les antioxydants connus comme
anthocyanes jouent un important réle dansl'élimination des radicaux libres de 1’organisme (Fig.06)
(Jackman et Smith, 1996).
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Cyanidine -R =OH, R =H
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Figure 06 : structure de base des anthocyanes.

2.5 Coumarines

Les coumarines sont le plus souvent englobées dans 1’étude des flavonoides. La coumarine (1,2-
benzopyrone) est un composé d'origine naturelle, qui peut étre trouvé dans une large gamme de
plantes notamment dans les racines. Environ 1620 dérivés de coumarine sont isolés & partir d'une
variété d'especes végétales et microbiennes (Constanze et al., 2015). Elles sont caractérisées par une
structure qui comporte le noyau benzo-a pyrone, ce sont des molécules qui se composent d'un noyau
benzénique relié a un noyau pyrone (Jain et Himanshu, 2012).1ls sont cependant le résultat de la

lactonisation de 1’acide ortho-hydroxycinnamique (Fig.07).

Figure 07 : Structure de base des coumarines (Harkati, 2011).

2.6 Lignines

Les lignines sont les principaux composants de la paroi cellulaire (Ralston et al., 2005). Ils forment
une structure hétérogéne et agissent a la fois sur le maintien de 1’intégrité structurale de celle-ci. Ainsi
qgu'un échafaudage pour les polysaccharides. Les polysaccharides augmentent le caractére
hydrophobe de la structure de la lignine, ce qui facilite le transport de I'eau dans les tissus, en

empéchant 1'absorption d’eau (Holderness et al., 2008). La lignine est un tres grand polymeére,
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insoluble dans 1’eau et dans la plupart des solvants organiques, il est donc impossible de I’extraire

sans lui faire subir d’importantes dégradations (Fig.08) (Sakagami et al., 2005).

Figure 08 : Structures chimigues de lignine (Scalbert et Williamson, 2000).

3  Saponosides
Le terme saponosides est dérivé de mot savon, sont des terpénes glycolysés comme ils peuvent aussi
se trouver sous forme aglycones, ils ont un go(t amer et acre (Hopkins, 2003). Ils existent sous deux

formes, les stéroides et les terpenoides (Fig.09) (Iserin et al., 2001).

H3C_ _CH;
COO
CHs H
H
CH;
Glucosyl _ o

CH; COOH

Figure 09 : Structure des sapoosides.

4  Terpénes

Ces substances sont appelées également trapénoides, Les terpenes sont des hydrocarbures naturels,
de structure soit cycligue soit a chaine ouverte : leur formule brute est (C5HX)n dont le x est variable
en fonction du degré d’instauration de la molécule et n peut prendre des valeurs (1-8) sauf dans les
polyterpenes qui peut atteindre plus de 100 (le caoutchouc). La molécule de base est 1’isoprene de
formule C5H8. Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le squelette des

terpénes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone, etc.)
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(Maurizid et Werner, 1988). Ils sont issus d’une voie métabolique secondaire de 1’acide

mévalonique. Et ils sont formés du couplage de plusieurs unités isopréniques (Tab.04).

Tableau 04 : Quelgues exemples des différents types de terpenoides (Belbache, 2003).

N Classe Exemple

Isoprene = terpene 1 | C5 Hemiterpéne Isopréne

2 C10 Monoterpéne Nérol, myrcéne

La chaine de la

3 C15 Sesquiterpéne chlorophylle,

\ vitamine E

) Huiles
4 C20 Diterpene )
essentielles
n
6 C30 Triterpéne Phytostérols
8 C40 Tétraterpene Caroténoides
. Protéines,
>8 | >40 Polyterpéne o
cytoquinine

5 Alcaloides
Les alcaloides sont parmi les composés les plus importants en raison de leurs propriétés

pharmacologiques et médicinales.

En 1803, DEROSNE a isolé le premier semi alcaloide (Papaver somniferum), une drogue qui a été
utilisée pour des siecles pour sa propriété analgésique et narcotique. En 1805, SERTURNER a

caractériseé cet alcaloide et I'a nommé morphine (Walton et Brown, 1999).

Le terme d’alcaloide est dii au pharmacien MEISSMER (1792-1853), pour désigner les substances
naturelles réagissant comme des bases (Salle, 1991). D'apres Relouzat et Thiollet (2002), un
alcaloide est une substance organique azotée d'origine végétale a caractere alcalin, présentant une
structure complexe Leur atome d'azote est inclus dans un systéme hétérocyclique. lls ont une activité

pharmacologique Significative.
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Selon Ngobum et al (2009), ils sont généralement insolubles ou trés peu solubles dans 1’eau, par

contre ils sont solubles dans les solvants organiques apolaires ou peu polaires.

On peut classer les alcaloides en trois classes (Bruneton, 2009) :

® [ es alcaloides vrais : ils dérivent d'acides aminés et comportent un atome d'azote dans un
systeme hétérocyclique. Ce sont des substances douées d'une grande activité biologique,
méme a faibles doses. lls apparaissent dans les plantes, soit sous forme libre, soit sous forme

d'un sel, ou combinés avec tanins.

® | es proto-alcaloides : ce sont des amines simples, dont I'azote n'est pas inclus dans un

hétérocycle. lls dérivent aussi d'acides aminés.

® | es pseudo-alcaloides : ils ne sont pas dérivés d'acides aminés. lls peuvent cependant étre

indirectement liés a la voie des acides aminés par l'intermédiaire d'un de leurs précurseurs, ou

d'un de leurs dérivés.
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Généralités sur les métaboulites secondaires
Figure 10: Quelques exemples des alcaloides (Badiaga, 2011).

6 Activités biologiques des composés phénoliques

Les principales activités biologiques des composés phénoliques sont représentées dans le
tableausuivant (Tab.05) :

Tableau 05 : Les activités biologiques des composés phénoliques (Bahorun, 1997).

Polyphénols Activités Exemple de plantes

) .. Paronychia argentea
Antibactériennes

(Bouanani et al., 2010)

. , Daphne gnidium
Acides phénols Antifongiques

(Cinnamiques et (Cottiglia et al., 2008)

benzoiques)

Tamarix pauciovulata
Antioxydantes

(Younos et al., 2005)

Protectrices vasculaires Calendula officinalis
Coumarines antioedémateuses (Kabera et al., 2000)
Anti inflammatoires Anti Haloxylon scoparium

tumorales

(El-Shazli et al.,2005)

Thymelaea hirsute
Anti oxydantes

Flavonoides (Dohou et al., 2003)

Malva parviflora
Hypotenseurs et diurétiques

(Boual et al., 2013)

Inula crithmoides

Anthocyanes Protectrices capillaroveineux (Belloum et al., 2013)

Tannins galliques et Capparis Spinosa

catéchiques Anti oxydantes (Meddour et al., 2013)
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Activités biologiques

1 Activité antibactérienne

1.1 Généralités

Les maladies infectieuses causées par les bactéries, champignons, virus et parasites demeurent a ce
jour une menace pour la santé publique. Les substances antibiotiques sont des molécules issues du
métabolisme secondaire qui ont été particulierement étudiés du fait de leur importance en thérapie
humaine. Depuis leur découverte par Fleming en 1928, les antibiotiques sont devenus indispensables
aux systémes courant de la santé, aidant et complétant le fonctionnement du systeme immunitaire
contre les microbes pathogeénes. Depuis, I’humanité a connu un succes historique dans le contrdle de

la morbidité due aux maladies infecticuses a travers ’antibiothérapie.

Les antibiotiques sont des substances d’origine biologique ou synthétique capable d’inhiber la
multiplication des bactéries. Ce sont des médicaments d’usage courant qui constitue un arsenal
thérapeutique important pour traiter les infections bactériennes. Leur évaluation se fait par le biais de

méthode d’étude de trois sortes, in-vitro, in-vivo et clinique (Benabdallah, 2012).

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur I’usage des antibiotiques. La
prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut entrainer la sélection de
souches multi-résistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches vers la découverte de nouvelles
voies qui constituent une sources d’inspiration de nouveaux médicaments a base des plantes (Billing
et Sherman,1998), sous forme de métabolites secondaires dont les composés phénoliques, sont
toujours utilisés dans ’industrie alimentaire et cosmétique et comme agents antimicrobiens en

médecine populaire (Cowan,1999).

1.2 Les Bactéries

Les bactéries sont connues depuis 1676 (Leeuwenhoek), il s'agit des microorganismes Unicellulaires
classés parmi les procaryotes, car ils ne possedent pas de membrane nucléaire.De facon résumée, la
cellule bactérienne se distingue de la cellule animale par sa petitetaille, par la présence d'une paroi
rigide contenant un polymeére particulier, le peptidoglycane, par le caractere haploide de son génome
et par I'absence de mitochondries. La coloration de Gram permet de séparer les bactéries en deux

catégories dont laparoi est de structure différente.
On peut classer les bactéries grace a la coloration de gram, qui distingue deux types de bactéries :

a) Les bacteries a gram positif : Sont mises en évidence par unetechnique de coloration appelée

coloration de gram. Les bactéries a gram positifapparaissent alors mauves au microscope.
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b) Les bactéries a gram négatif : Sont mises en évidence par unetechnique de coloration appelée
coloration de gram. Les bactéries a gram négatifapparaissent alors roses au microscope.

1.3 Différentes méthodes d’évaluation de ’activité antibactérienne

L’étude de I’activité d’un produit sur une souche bactérienne consiste a le mettre en contact tout en
observant les conséquences sur le développement et la survie de la culture bactérienne. Beaucoup de

techniques ont été¢ mises en évidence aussi bien en milieu liquide qu’en milieu solide.

1.3.1 Méthode par diffusion
Plusieurs méthodes sont utilisées pour 1’évaluation du pouvoir antibactérien d’extraits de plantes,

d’huiles essentiell6es ou de produits purs, parmi elles :
> Meéthode de diffusion des disques sur milieu solide

C’est la plus simple, elle consiste a ensemencer sur une surface d’une gélose par inondation de la
souche a tester, puis a déposer des disques en papier buvard (filtre) comprenant le produit a une
certaine concentration, c’est une méthode basée sur la diffusion des substances a tester selon un

gradient de concentration.

Aprés une incubation a 37°c pendant 24h, le résultat se traduit par 1’apparition de zone d’inhibition

de la croissance, a proximité de chaque disque.
La zone d’inhibition est mesurée par son diamétre en mm.
» Meéthode de diffusion a partir des puits

Le principe de cette méthode est similaire a celui de la méthode des disques, il consiste a réaliser des
puis dans la gélose de 2,5 mm de profondeur, qui sont par la suit remplis d’extraits ou d’antibiotique
a tester (Carbonnelle, 1988 ; Colins et Lync, 1976 ; Vandepitte et al., 1994).

La lecture des zones d’inhibition se fait de la méme maniére que dans la méthode des disques.

1.3.2 Methode de dilution
Cette méthode a pour but d’évaluer des concentrations minimales inhibitrices (CMI). Elle consiste a
déterminer la plus faible concentration d’agent antimicrobien nécessaire pour inhiber la croissance

d’un microorganisme (Oussou et al., 2008 ; Derwich et al., 2010).

1.4 La nature de ’activité antibactérienne

Lorsque I’on parle d’activité antibactérienne, on distingue deux sortes d’effets :
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e une activité 1étale (bactéricide), c’est la propriété de tuer les bactéries dans des conditions
définies.
e une inhibition de la croissance (bactériostatique), c’est 1’inhibition momentanée de la

multiplication d’une population. (Hammer, 1999)

L’activité biologique d’un extrait végétal est liée a sa composition chimique, aux groupes
fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et cétoniques) et a
leur effets synergiques (Dorman, 2000).

1.5 Mode d’action contre les bactéries

Les extraits possédent plusieurs modes d’action sur les différentes souches bactériennes, ils sont
efficaces contre un large spectre de microorganismes pathogénes et non pathogénes mais d’une

maniere générale leur action se déroule en trois phases (Dorman, 2000) :

e Attaque de la paroi bactérienne par D’extrait végétal, provoquant une augmentation de la

perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.

e Acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de I’énergie cellulaire et la

synthése des composants de structure.

e Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.

2 Activité Antifongique
2.1 Les champignons phytopathogenes

Les champignons phytopathogenes sont des especes de champignons parasites qui provoquent des
maladies cryptogamiques chez les plantes. Ces champignons appartiennent au réegne des
eumycocetes, regroupant un large éventail de groupe des organismes pluricellulaires qui sont les

moisissures.

Les champignons restent de potentiels producteurs de mycotoxines (Quillien, 2002) et elles sont
moins sensibles que les bactéries aux conditions du milieu et résistent bien aux conditions acides du
sol (Delahaye et al., 2011).

Plusieurs moisissures, notamment les genres Acremonium, Aspergillus, Botrytis, Paecilomyces,
Penicillium, Rhizopus, Stachybotrys, Trichoderma et Fusarium sont connus pour étre des
contaminants des produits agricoles et/ou pour leur capacité a produire des métabolites toxiques
(Cahagnier et Richard-Molard, 1998).

37



Activités biologiques

2.2 La nature de activité antifongique

Pour déterminer la nature de I’activité antifongique (fongicide ou fongistatique), nous prélevons des
spots au niveau de la zone d’inhibition. Ils sont ensuite déposé au niveau d’un milieu neuf. S’il y a

sporulation, I’activité est fongistatique. S’il n’ ya pas sporulation, 1’activité est de type fongicide.

2.3  Mécanismes de défense

La plante atteinte développe une série de barriéres mécaniques et biochimiques pour lutter contre le
parasite (Beckman, 1988).

2.3.1 Les barriéeres mécaniques
Quand le parasite pénétre par les racines, un brunissement de quelques cellules du parenchyme
ligneux voisin de la partie du vaisseau infecté apparauit. Cette réaction est suivie par la formation de
thylles, sécrétion gommeusepermettant a la plante d’isoler 1’agent pathogéne en obstruant le vaisseau

envahi avant que le filament mycélien ne produise des conidies.

Si cette réaction tarde a venir, 'infection par les conidies se généralise et sepropage a plusieurs
vaisseaux entrainant la mort de la plante par gommose, thyllose, et hyperauxinie générale. Les
symptomes externes de la maladie reflétent le degré de I’invasion desVvaisseaux vasculaires par les

filaments mycéliens (EI Mahjoub, 1984).

2.3.2 Les barriéres biochimiques

Deux substances biochimiques sont élaborées par la plante dés I’attaque du parasite (Henni, 1998).
v" Les polyphénoloxydases

Ce sont des enzymes a base de cuivre, elles sont activées en cas de blessures et interviennent dans
I’oxydation des composés phénoliques de la plante et contribuent avec les cellules du parenchyme a

la formation des thylles (Messiaen, 1981).
v’ Les phytoalexines

Ce sont des métabolites antimicrobiens synthétisés et accumulés par des plantes en réponse a des
infections fongiques, bactériennes, virales et a d’autres facteurs de stress (André, 1979). Leur réle
est de freiner la progression du parasite a I’intérieur des vaisseaux. Ride et Drysdale, 1971 indique
que dans le cas d’infection d’une plante de Tomate, une relation s’établit des les premiers jours de
I’agression entre la concentration de tomatine (substance inhibitrice) et le blocage de 1’agent

pathogéne (Henni, 1997).

38



PARTIE EXPEREMENTALE



CHAFITRE [ - Materiel ot Methodes



Matériel et méthode

La partie expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire de Génétique Biochimie et
Biotechnologie Végétales, Université Fréres Mentouri Constantine 1.

Les travaux actuels ont consisté a étudier 1’activité antibactérienne et antifongique des trois extraits
de plants du genre Centaurea, en I’occurrence : Centaurea papposa et du genre Punica, en
I’occurrence : Punica granatum L. Le but est de développer de nouveaux antibiotiques et
antifongiques naturels qui n’ont pas d’effets nocifs sur I’homme par rapport a leurs homologues

synthétiques.

Ces deux plants médicinaux ont été choisis parmi tous d’autres pour leur caractére médicinal, leur

grande utilité dans la population et leurs vertus médicinales intéressantes.

1 Préparation du matériel vegétal

1.1 Séchage et broyage

Une fois les plantes récoltées, leurs parties aériennes (feuilles) ont été séchées dans un endroit sec et

bien ventilé, a I’abri de la lumiére du soleil et de I’humidité pendant 15 jours.
Le matériel végétal a été ensuite broyé a I’aide d’un broyeur mécanique de type «Moulinex»

Aprés broyage la poudre obtenue a été soumise a une extraction afin de récupérer les différentes
classes de composés chimiques contenus dans les feuilles de la plante pour des tests phytochimiques

et biologiques.

1.2 Extraction et fractionnement des métabolites secondaires.

1.2.1 Extraction par macération
La poudre végétale a été soumise a une extraction solide/ liquide par macération. 50 grammes de la
poudre ont été macérée dans 400 ml de méthanol 80 % a température ambiante et sous agitation
continue pendant 24 heures. Ensuite le macérat a été filtré¢ a 1’aide d’un coton, puis le solvant
d’extraction (méthanol) a été évaporé a sec sous pression réduite a 40°C a 1’aide d’un évaporateur

rotatif de type Buchi R-215. Cette étape a été répétée plusieurs fois dans les mémes conditions.

1.2.2  Extraction par macération a I’eau (phase aqueuse)
L’extrait brut (MEOH) obtenu a été introduit dans un erlenmeyer et macéré dans 500 ml d’eau
distillée pendant 24h a température ambiante. Apres la solution est soumise a une agitation mécanique
jusqu’a ce qu’elle devienne homogéne, puis elle est filtrée sur papier filtre, le filtrat est soumis a un

fractionnement par des solvants organiques de différentes polarités (Sanogote al., 2006).
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1.2.3 Fractionnement de la phase aqueuse

Le fractionnement de la phase aqueuse a été effectué en utilisant trois solvants a polarité croissante
(dichlorométhane, ’acétate d’éthyle, le n-butanol). Premierement la phase aqueuse a été mélangée
avec le dichlorométhane (3V/V). Aprés séparation, la phase organique a été récupérée et la phase
aqueuse est traitée avec 1’acétate d’éthyle (3V/V). L’acétate d’éthyle est par la suite évaporé et
I’extrait résultant est considéré comme étant la fraction de I’acétate d’éthyle (EAc). La phase aqueuse
est soumise a un autre fractionnement par le n-butanol en suivant les mémes étapes que le premier
fractionnement par 1’acétate d’éthyle, pour donner a la fin la fraction du Butanol (EBut). Les extraits
sont conservés a 4°C (Fig.01) (Zhang et al., 2008).
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i Macération dans MeOH/Eau
: (80%) pendant 24 heures

Extrait hydro-alcoolique

————————————————————————————————

. Evaporation a sec du filtrat/ Récupération
: a I’eau (Décantation et filtration)
|
|

Phase aqueuse

__________________________

Phase agueuse Phase organique

Fraction dichlorométhane

Phase aqueuse <—> Phase organique

Fraction acétate d’éthyle

_______________________ .
V  Affrontement au n-butanol |
L _____ I
Phase <l ppoco
aqueus organique

ll

Fraction n-butanol

Figure 01 : Extraction et fractionnement des métabolites secondaires.
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2 Activités biologiques

2.1 Evaluation de ’activité antibactérienne

Dans les boites de Mueller Hinton refroidies, nous avons inoculé les boites avec cing souches
bactériennes, 6 boites par souche (pour Centaurea papposa), et 4 boites par souche (pour punica
granatum L) de fagon a recouvrir toute la surface de la gélose. Aprés 20 minutes, nous avons déposé
04 disques stériles (considérés comme des répétitions), dans chaque boite sur lesquels nous avons
appliqué 10ul d'extrait a tester. Ensuite, nous avons amené les boites a I'incubation a 37 °C pendant
24h. L'activité antibactérienne a été déterminée en mesurant le diamétre de la zone d'inhibition avec

une regle, qui a été obtenue par les différents extraits autour des disques.

2.1.1 Lessouches bactériennes testées
Le choix des microorganismes a été porté sur cing souches fréquentes en pathologie humaine, nous

avons sélectionné deux groups de bactéries : les bactéries Gram positif et les bactéries Gram négatif.

A. Bactéries Gram (+) :
+ Staphylococcus aureus

Appartient & la famille des Micrococcaceae. C'est un coccus a Gram positif de 0,5a 1 mm de diametre,
non sporulé, ubiquitaire présente dans tous les milieux naturels (air, poussiére, sol, eau, égouts,
vétements) mais également chez les animaux et chez les hommes (Clave, 2013). Ce sont des coques
immobiles, isolés ou groupés en diplocogues ou, le plus souvent, en amas, diametre moyen 0,8 a 1um
(Le Loir et Gantier, 2009). La présence de S. aureus dans les aliments constitue un risque pour la
santé humaine parce que certaines souches sont capables de produire des entérotoxines, dont
I'ingestion provoque une intoxication. Les entérotoxines agissent au niveau des nerfs du tube digestif
qui stimulent le centre des vomissements; douleurs abdominales; diarrhées; crampes (Fig.02) (Green,
2012).

Figure 02 : Staphylococcus aureus
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#+ Bacillus subtilis

Bacillus subtilis est une bactérie Gram positif, que 1’on trouve habituellement dans le sol, mais ¢’est
surtout une espéce ubiquitaire. Elle a pour forme cellulaire des batonnets droits & bout arrondis,
sporulée, aérobie stricte, constitue une coque protectrice dure (Michikoet al., 1998), elle n’est pas
considérée comme pathogéne pour I’homme, Les bacilles sont en outre commune une source
d’enzymes industrielles tell les amylases, utilisée dans 1’industries du pain, ou encore des protéases
et cellulases, dans I’industries des détergentes et dans 1’industries agro-alimentaire (Fig.03) (Cui et
al., 2018).

Figure 03 : Bacillus sibtilis

B. Bactéries Gram (-) :

% Escherichia coli

Escherichia coli (appelée également E.coli) est un bacille a coloration de Gram négative, mobile,
aérobie qui appartient a la famille des Entérobactéries. Cette bactérie présente la caractéristique
unique d’étre a la fois un germe commensal de la flore intestinale présent chez tous les individus a
des taux de 10° a 10° ufc/g de selles et le premier germe pathogéne responsable d’infection
communautaire. Cette bactérie est utile parce qu’elle favorise la production de certaines vitamines et
dégrade certains aliments qui seraient autrement impossible a digérer. Certaines souches peuvent étre
pathogenes et a 1’origine de gastroentérites, infection urinaires, méningites ou septicémies. Les
souches non pathogenes constituent la flore bactérienne dominante des intestins de leur héte (Fig.04)
(Zeyons, 2008).
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Figure 04 : Escherichia coli

+ Proteus vulgaris

Proteus vulgaris est une bactérie Gram négative en forme de batonnet qui habite le tractus intestinal
des humains et desanimaux. On peut la trouver dans le sol, 1’eau et les matiéres fécales. Elle fait partie
du groupe des entérobactéries et estun pathogéne opportuniste de I’homme. Il est connu pour causer

des infections des voies urinaires et des infections desplaies (Fig.05) (Lee et al., 2017).

Figure 05 : Proteus vulgaris

#+ Pseudomonas aeruginosa

Les espéces P.aeruginosa sont des bacilles a Gram négatif, ces bactéries finessont de 1,5 a 3um de
long et 0,5 a 0,8 um de large. Elles sont mobiles grace a une ciliature de type polaire monotriche, ce
type de bactéries possede un aspect de vol moucheron. P.aeruginosa ne forme ni des spores ni

spheroplastes. Elles sont responsable de 10 % de 1’ensemble des infections nosocomiales, occupant
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le 3éme range apres E.coli et S.aureus, mais le 1ér range pour les infections pulmonaires basses et le
3éme range pour les infections urinaires (Fig.06) (Richard et Kiredjian, 1995).

Figure 06: Pseudomonas aeruginosa

2.1.2 Meéthode de diffusion sur disques
L’activité antibactérienne de nos extraits vis-a-vis les cing souches a été évaluée in vitro par la

méthode de diffusion sur disque en milieu gélosé selon le protocole décrit par (Biondi et al., 1993).
+¢ Principe

C’est une technique qui consiste a utiliser des disques de papier imprégné de l’extrait ou de
I’antibiotique a différentes concentrations, puis déposé directement a la surface d’une gélose
ensemencée au préalable avec une suspension de la bactérie a étudier. La croissance du germe est
inhibée a une distance du disque par rapport a sa sensibilité & 1’extrait ou a 1’antibiotique diffusé. La
limite de la zone d’inhibition est détectée a 1’ceil nu et s’accorde a I’endroit ou la croissance
bactérienne commence (Bauer et al., 1966). Plus la zone d’inhibition est grande plus la sensibilité de

la souche bactérienne testée est grande (Bektas et al., 2003).

L’interprétation de la zone d’inhibition se fait soit par rapport au diagramme de références
superposable a la zone d’inhibition, soit a 1’aide d’une régle en fonction des diametres donnée dans
un tableau (Ericsson etSherris, 1971). La souche ainsi qualifiée de sensible, trés sensible,

extrémement sensible ou résistante (Bouharb et al., 2015).

Cette methode est reconnue comme fiable et reproductible, en plus de ¢a, elle constitue surtout une
¢tape préliminaire a des études plus approfondies, car elle permet d’accéder a des résultats

essentiellement qualitatifs (Dima, 2016). Elle permet également de mettre en évidence I’effet
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antimicrobien des composées phénoliques et de déduire la résistance et la sensibilité des souches

microbiennes (Amara et al., 2017).

e Mode oporatoire

2.1.2.1 Préparation des disques
On utilise dans cette méthode, le papier filtre découpé sous forme de disques circulaires environ de

6 mm de diamétre, afin d’obtenir une zone d’inhibition facile a mesurer.
Les disques une fois préparé¢, son placés dans un tube a essai et stérilisés a I’autoclave.

2.1.2.2 Stérilisation du materiel
Les matériaux de travail ont été stérilisés en premier, nous avons donc placée des tubes a essai qui
seraient utilisés pour la préparation des suspensions bactériennes, les disques de papier filtre (6 mm

de diametre), les Eppendorfs et la gélose dans un autoclave a 121°C pendant 15 min.

2.1.2.3 Préparation de milieu de culture
Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu : Muller-Hinton. Dans un bain marie, il faut
faire bouillir la gélose jusqu’a dissolution totale. Puis une stérilisation a 1’autoclave est nécessaire
avant utilisation. Enfin couler le milieu dans les boites de pétri et laisser refroidir et solidifier a

température ambiante pendant 10 & 15 min (Fig.07).

Figure 07: Préparation de milieux de culture.
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Pour les solvants nous avons utilisé :

e L’cau physiologique stérile: NaCL (9g/L), pour préparer et diluer les suspensions
bactériennes
e DMSO : pour solubiliser I’extrait de (n-butanol et acéthate- dethyl et de dichlorométhane)

e [’eau distillée stérile.

2.1.2.4 Préparation des dilutions d’extrait des plantes
Les extraits des plantes obtenus ont été dissouts dans le diméthyle-sulfoxyde (DMSO). Apres
I’agitation, ils ont été filtrés par des micro-filtres de 0,22 um, pour préparer les différentes
concentrations avec des dilutions successives, sachant que la concentration de la solution mére de
chaque extrait est de 100 mg/ml (Fig.08).

Figure 08: Préparation des delutions

2.1.2.5 Préparation de I’inoculum

v Préparation des pré-cultures

Les souches bactériennes a tester sont cultivées dans des boites de Pétri contenant de la GN et

incubées pendant 24h a une température de 37C° afin d’obtenir une culture jeune et des colonies bien
isolées.
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v Préparation de la suspension bactérienne

A partir d’une culture jeune de 24h sur GN, Cing colonies bactériennes bien isolées et parfaitement
identiques ont été raclées a 1’aide d’une anse de platine stérile qui ont été par la suite déchargées dans

10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.

La suspension bactérienne ainsi préparée est homogénéisée. Son opacité doit étre équivalente a 0,5
Mc Farland ou a une DO de 0,08 a 0,1 lue a 625 nm.

L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant de la culture s’il est trop faible, ou bien de 1’eau physiologique
s’il est trop fort. L’ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de

I’inoculum (Ericsson et sherris, 1971).

2.1.2.6 Ensemencement
Dans les 15 min qui suivent la préparation de 1’inoculum, un écouvillon stérile est trompé dans la
suspension bactérienne. Puis On 1’essor en le pressant fermement contre la paroi interne du tube, afin
de décharger au maximum. L’écouvillon est frotté trois fois sur toute la surface gélosée, en tournant
chaque fois la boite de 60° de facon a assurer un ensemencement uniforme (Ericsson et sherris,
1971).

2.1.2.7 Dépot des disques
A T’aide d’une pince stérile, les disques sont imprégnés de 10ul d’extrait a tester et les disques de
témoin négatif sont imprégnés des DMSO, Soigneusement prélevés, déposes sur la gélose
préalablement ensemencée avec la suspension bactérienne. Les boites de pétri sont ensuite fermées
et mises au frigo pendant 1h pour la diffusion de I’extrait, puis incubées a 1I’étuve a 37°C pendant

24h. L’expérience est répétée deux fois pour chaque extrait et pour chaque espéce bactérienne

(Fig.09).
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Figure 09 : Protocole du test de I’activité antimicrobienne des extraits.

2.1.2.8 Lalecture
La lecture des résultats s’est faite 24 heures apres 1’incubation, par la mesure des diamétres des zones
d’inhibition autour de chaque disque (montré par la fig.10) a ’aide d’une régle en (mm). Le diamétre

détermine ’efficacité de la matiére active.

Aprés mesure de la zone d’inhibition, les souches sont classées en :
- Non sensible () ou résistante : diametre moins de 8 mm.

- Sensible (+) : diametre entre 9 a 14 mm.

- Tres sensible (++) : diameétre compris entre 15 a 19 mm.

- Extrémement sensible (+++) : diamétre plus de 20 mm. (Ponce et al., 2003).
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Figure 10 : Détermination de la zone d’inhibition par la méthode de diffusion des disques (Zaiki, 1988).
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2.2 Evaluation de P’activité antifongique

Notre expérimentation a pour objectif d’évaluer ’activité fongicide de quatre (4) extraits a partir de
deux plantes appartenant a deux familles botaniques différentes : Centaurea papposa (Astéraceae) et

Punica granatium L (Lythraceae).

La technique utilisée afin de déterminer 1’activité antifongique ¢’est la méthode de diffusion a partir
des puits. Cette méthode repose sur le pouvoir migratoire de 1’extrait a tester sur un milieu solide a
I’intérieur d’une boite de Pétri. Cette méthode nous permet de mettre en évidence 1’effet antifongique
de I’extrait a tester sur les champignons, ainsi que la détermination de la résistance ou la sensibilité

de ces champignons vis-a-vis de cet extrait.

Cette méthode consiste a faire des puits remplis d’une quantité d’extrait a la surface de la gélose
ensemencée par 1’inoculum fongiques a tester et de mesurer les diamétres d’inhibition en millimétre

(mm) apres incubation.
La lecture des zones d’inhibition se fait de la méme maniére que dans la méthode des disques.

2.2.1 Lessouches fongiques utilisées
Dans le présent travail I’activité antifongique des différents extraits des plantes a été évalué sur la
croissance de trois (3) especes des champignons phytopathogénes appartiennent au genre Fusarium

qui sont : Fusarium oxysporum, Fusarium culmorum, Fusarium cerealis.

Les souches ont été isolées et fournies par Laboratoire de Génétique Biochimie et Biotechnologie

Végétales, Université Freres Mentouri Constantine 1.

Le choix des souches est basé sur plusieurs parameétres en particulier pour leur pathogénicité et leur
résistance naturelle a divers agents antifongiques synthétiques actuels. La systématique des souches

étudiées est représentée dand le Tableau 01.

e Le Genre Fusarium

Les Fusarium sont parmi les champignons telluriques les plus agressifs, causant des flétrissements et
des pourritures sur de nombreuses espéces végétales cultivées (Benhamou et al., 1997). Ces
champignons contaminent les céréales, les légumes, les arbres fruitiers provoquant des maladies
nommeées fusarioses. lls sont généralement impliqués dans la pourriture des racines, tiges et fruit et
dans la dégradation du systeme vasculaire. lls sont responsables des fontes de semis et contaminent
les sols (Trenholm et al., 1988).
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Tableau 01 : Souches utilisées et leur classification

Souches utilisées Taxonomie Photographies

Division: Thallophytes
Classe : Deutéromycétes
Fusarium oxysporum | Ordre : Monodiales

Famille : Tuberculariacées

Division : Ascomycota

Classe : Sordariomycetes
Fusarium culmorum | Sous-classe : Hypocreomycetidae
Ordre : Hypocreales

Famille : Nectriaceae

Division : Ascomycota

Classe : Sordariomycetes
Fusaruim cerealis | Sous-classe : Hypocreomycetidae
Ordre : Hypocreales

Famille : Nectriaceae
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e Mode opiratoire

2.2.1.1 Stérilisation du matériel
L’eau distillée, le milieu de culture, les eppendorfs, les tubes a essai, le réactif de DMSO, les emboults,

ont été stérilisés a ’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
e Controéle négatif

Le Diméthylsulfoxyde (DMSO) est un solvant polaire organique (organosulfuré), aprotique, de
formule brute C2H60S.

Il se présente comme un liquide incolore, qui dissout a la fois des composés polaires et non-polaires,
et qui est miscible dans une large gamme de solvants organiques, ainsi que dans I'eau. Cette solution

est utilisée dans notre étude comme témoin négatif. Il n’a aucun pouvoir antifongique puissant.

2.2.1.2 Préparation des extrais
Dans cette étude, les solutions stock de nos échantillons sont obtenues par solubilisation de 160 mg
de chaque extrait dans 1ml dediméthyle-sulfoxyde (DMSO). Puis le contenu a été agité pour étre

homogeénéisé. Apres I’agitation ils ont été filtrés par des micro-filtres de 0,22 um (Fig.11).

Figure 11 : Préparation des extraits
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2.2.1.3 Préparation de champignon
Les isolats de Fusarium ont été cultivés sur milieu PDA (Potato Dextrose Agar) pour étre réactivés

et incubés durant 30 jours & 27°C a I’obscurité. Ils ont subi des repiquages successifs par la suite.

2.2.1.4 Préparation de la suspension fongique
La préparation de la suspension fongique se fait a partir des boites ou on a repiqué nos souches. Dans
le cas de Fusarium, on préleve des spores dans 10ml d’ecau physiologique, on réalise ensuite un

comptage des spores sur la cellule de Malassez. On standardise alors la suspension a 107 spores/ml.

2.2.1.5 Culture des souches fongiques
Le choix d’un milieu de culture adéquat est indispensable au bon développement du pathogene, dans
notre expérimentation on a utilisé le milieu PDA (Potato Dextrose Agar) car il assure de bonnes

conditions de cultures pour le Fusarium.

2.2.1.6 Mise en ceuvre pratique
Couler aseptiquement le milieu de culture PDA dans les boites de Pétri a raison de 20 ml par boite,
on laisse refroidir et solidifier, puis on rajoute 150l de I’inoculum fongique (concentration est ajustée
a 10" germes/ml avec le spectrophotométre a I'UV-visible) qu’on fait répartir sur le milieu de culture

a I’aide d’un rateau afin d’avoir une croissance homogene du champignon.

Creuser au centre de chaque boite de Pétri 4 puits/boite, de 8 mm de diamétre a 1’aide d’une pipette
Pasteur stérile. Dans le but d’éviter la surfusion des extraits sous la gélose, on remplit chaque puits

avec 140ul, 70pul, 35ul d’extrait et 140ul pour le DMSO (comme témoin négatif).

L’expérience est répétée trois fois pour chaque espéce fongique et pour chaque extrait afin de

minimiser |’erreur expérimentale et garantir un bon déroulement de la méthode.

Les boites de Pétri sont ensuite fermées et mises a 1’étuve a la température de 28 °C pendant 48h.
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Figure 12 : Préparation des puits

2.2.1.7 Lalecture
A la sortie de I’étuve, I’absence de la croissance mycélienne se traduit par un halo translucide autour
du puits, identique a la gélose stérile, dont le diametre est mesuré a 1’aide d’une régle en (mm). Les
résultats sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition et peut étre symbolisé par des signes
d’apres la sensibilité des souches fongiques vis-a-vis De 1’extrait (Ponce et al., 2003).
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Résultats et Discutions

1 Activités biologiques in vitro des extraits de Centaurea papposa et Punica
granatum L

1.1 Evaluation de ’activité antibactérienne

Afin de réaliser cette expérience, nous avons évalué in vitro le pouvoir antibactérien de trois (3) extraits
(n-butanol, dichlorométhane, acétate d’éthyle), de Centaurea papposa et Punica granatum L par la
méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solide (Muller Hinton). L’activité antibactérienne
de nos extraits est estimée en terme de diamétre de zone d'inhibition (mm) autour des disques contenant
I'extrait a tester contre cing germes pathogenes (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris) aprés 18 a 24 heures d'incubation a une température
adéquate de 37°C. Les valeurs indiquées sont les moyennes des deux mesures de diamétres du méme

essaie.
Les diamétres des zones d’inhibition (mm) obtenus sont représentés dans les tableaux suivants:

Tableau 01 : Activité antibactérienne de 1’extrait acétate d’éthyle de Centaurea papposa représentée par les

diameétres d’inhibition mesurés en mm.

Extrait Acéthate Staphylococcus | Proteus | Esherichia | Pseudomonas
d’étyle/ dilutions aureus vulgaris coli aeruginosa
SM 8 11,5 10,5 10,5
Yo 7 75 7 8,5
Ya 6 7 6,5 6,5
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Tableau 02 : Activité antibactérienne d’extrait dichlorométhane de Centaurea papposa représentée par les

diamétres d’inhibition mesurés en mm.

Extrait :
Dichlorométhane/ Staphylococcus Proteus Esherichera | Pseudomonas
A aureus vulgaris Coli aeruginosa
dilutions
SM 12 15 12 14,5
%, 9 10 9,5 12,5
Ya 7 7 7 10,5

Tableau 03 : Activité antibactérienne d’extrait n-butanol de Centaurea papposa représentée par les

diameétres d’inhibition mesurés en mm.

Extrait _ N
N-Butanol/ Bacillus | Staphylococcus Proteus Esherichia | Pseudomonas
iluti subtili aureus vulgaris coli aeruginosa
dilutions
oM 11 10 9,5 12,5 10,5
1
& ? 8 7 10,25 8
1
8 ’ 75 7 51 6,5
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Tableau 04 : Activité antibactérienne de 1’extrait dichlorométhane de Punica granatum L représentée par les

diamétres d’inhibition mesurés en mm.

DichI(I)ErX(;[rrnG:él':hane / Bacillus | Staphylococcus | Proteus | Esherichia. | Pseudomonas
. subtilis aureus vulgaris Coli aeruginosa
dilutions
SM 11,5 7 14,5 6,5 13,5
Y 10,5 6 12,5 6 10
Y 8 6 10 6 7,5

Tableau 05: Activité antibactérienne d’extrait n-butanol de Punica granatum L représentée par les

diameétres d’inhibition mesurés en mm.

Extrait _ -
N-Butanol/ Bacillus | Staphyloccocu | Proteus Esherichia. | Pseudomona
o subtilis saureus vulgaris Coli saeruginosa
dilutions
SM 16 26,5 16 8,5 17
V2 14,5 19,5 14,5 7,5 14,5
Ya 11,5 19 11 6 14,5

Concernant les extraits utilisés dans cette activité, des zones d’inhibition sont observées indiquant

que tous les extraits obtenus par macération ont une activité antibactérienne.

Les diametres d’inhibition obtenus se trouvent entre 6 a 15 mm pour Centaurea papposa, et entre 6

a 26.5 mm pour Punica granatum L. Les extraits sont actifs a différents degrés sur I’ensemble des

bactéries testées.
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v Pour la plante Centaurea papposa :
» La plus grande zone d’inhibition est celle de 1’extrait (dichlorométhane) avec 15 mm
de diametre envers la souche bactérienne (Gram -) Proteus vulgaris.
» La plus petite zone d’inhibition est celle de I’extrait (acétate d’éthyle) avec 6 mm de

diamétre envers la souche bactérienne (Gram +) Staphylococcus aureus.
v Concernant la plante Punica granatum L

» La plus grande zone d’inhibition est celle de 1’extrait (n-butanol) avec 26.5 mm de
diametre envers la souche bactérienne (Gram +) Staphylococcus aureus.

» La plus petite zone d’inhibition a été observée envers Esherichia-coli pour les deux
extraits (n-butanol et dichloromithane), et envers Staphilococcus aureus pour 1’extrait
dichlorométhane.

<+ Activité antibactérienne de I’extrait acétate d’éthyle (Centaurea papposa)

L’activité antibactérienne de I’extrait acétate d’éthyle de I’espéce Centaurea papposa est représentée

dans la (Fig.01) suivante :

Extrait Acétate d'étyle
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Figure 01 : Activité antibactérienne de I’extrait acétate d’éthyle (Centaurea papposa).
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Au regard des résultats, I’extrait acétate d’éthyle a montré un faible effet inhibiteur contre les trois
(3) souches bactériennes de Gram (-) & savoir Esherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa avec des diametres d’inhibition de (10.5 mm, 11 mm, 10.5mm) concernant la
concentration initiale (SM). Aucune activité n’a été observée contre la bactérie de Gram (+)

Staphylococcus aureus.

Les autres dilutions du méme extrait pour les mémes souches ne possédent pas une activité
antibactérienne, car les diamétres d’inhibition sont inférieurs a 8 mm ; seuil a partir duquel on peut

parler d’une activité antibactérienne.

¢ En raison de la contamination nous n’avons pas pu suivre I’activité antibactérienne des

extraits ; acétate d’éthyle et le dichlorométhane contre Bacillus subtilis.

4 Activité antibactérienne de I’extrait dichlorométhane (Centaurea papposa)

L’activité antibactérienne de D’extrait dichlorométhane de I’espéce Centaurea papposa est

représentée dans la (Fig.02) suivante :

Extrait Dichlorométhane
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Figure 02 : Activité antibactérienne de I’extrait dichlorométhane (Centaurea papposa).
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On observe un meilleur effet antibactérien envers les souches bactériennes testées (Staphylococcus
aureus, Proteus vulgaris, Pseudomenas aeruginosa, Esherichia coli), avec un diamétre maximal
d’inhibition de la concentration initiale (SM) vis-a-vis de Proteus vulgaris et Pseudomenas

aeruginosa avec une zone d’inhibition de 15 mm et 14.5 mm respectivement.

Esherichia coli et Staphylococcus aureus sont aussi montrée sensibles a ’extrait dichlorométhane,

avec un diamétre d’inhibition de 12 mm pour les deux souches.

Les autres dilutions du méme extrait pour les mémes souches présentent aussi une activité
antibactérienne, sauf pour la concentration ¥4 qui ne montre pas cette activité chez les bacteries

Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Esherichia coli car le diamétre d’inhibition est inférieur a

8 mm.

# Activité antibactérienne de I’extrait n-butanol (Centaurea papposa)

L’activité antibactérienne de 1’extrait n-butanol de I’espéce Centaurea papposa est représentée dans

la (Fig.03) suivante :
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Figure 03 : Activité antibactérienne de 1’extrait n-butanol (Centaurea papposa).
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D’apres les résultats obtenus, on observe un faible effet antibactérien envers les cinq souches
bactériennes testées (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Pseudomenas
aeruginosa, Esherichia coli) avec la concentration initiale (SM) de I’extrait, qui présente 1’effet
maximal d’inhibition. Les diamétres sont relativement proches : 11, 10, 9.5, 10.5, 12.5 (mm),
respectivement.

Les autres dilutions du méme extrait pour les mémes souches ne possedent pas une activité

antibactérienne, sauf chez Esherichia coli qui montre une légére activité pour la concentration 2,

avec un diametre de 10.25 mm.

1.1.1 Pouvoir antibactérien
Le pouvoir antibactérien des trois extraits (acétate d’éthyle, dichlorométhane, n-butanol) de 1’espéce

Centaurea papposa est representé dans la (Fig.04) suivante :
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Figure 04 : Diamétres d’inhibition des bactéries testées par ’extrait acétate d’éthyle, dichlorométhane, n-

butanol de Centaurea papposa.
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D’aprés les résultats exprimés dans les tableaux et les figures précédents, on peut déduire que la plante
Centaurea papposa a une meilleure capacité antibactérienne pour la concentration (SM) avec I’extrait
dichlorométhane tandis que I’extrait n-butanol a une capacité antibactérienne inférieure a celle-ci, par
contre I’extrait acétate d’éthyle est le plus faible par rapport aux autres. Cette différence peut étre due

a I’origine de la composition chimique entre les trois extraits.

Les composés phénoliques sont produits en réponse a I’infection microbienne par les plantes. Par
conséquent, 1’efficacité de ces substances évaluée in vitro a montré une action inhibitrice sur les

microorganismes (Smith et al., 2005).

De nombreuses éetudes ont révélé la relation contradictoire entre la structure chimique des composés

phénoliques et leur pouvoir antimicrobien (Smith et al., 2005).

+ Activité antibactérienne de I’extrait dichlorométhane (Punica granatum L)

L’activité antibactérienne de I’extrait dichlorométhane de 1’espece Punica granatum L est représentée

dans la (Fig.05) suivante :
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Figure 05 : Activité antibactérienne de 1’extrait dichlorométhane (Punica granatum L).
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Au regard des résultats, I’extrait dichlorométhane a montré un effet inhibiteur contre trois souches
qui sont apparues sensibles vis-a-vis de cet extrait, a savoir (Proteus vulgaris, Bacillus subtilis,
Pseudomenas aeruginosa), avec un diametre d’inhibition pour la concentration initiale (SM) de 14.5

mm, 11.5 mm, 13.5 mm, respectivement.
Aucune activité n’a été observée contre les deux bactéries Esherichia coli et Staphylococcus aureus.

Concernant les autres dilutions pour les mémes souches bactériennes, seul Proteus vulgaris a montré

une faible sensibilité envers les concentrations (% et ¥4) avec 12.5 mm et 10 mm de diametre.

4+ Activité antibactérienne de I’extrait n-butanol (Punica granatum L)

L’activité antibactérienne de 1’extrait n-butanol de I’espéce Punica granatum L est représentée dans

la (Fig.06) suivante :
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Figure 06 : Activité antibactérienne de 1’extrait n-butanol (Punica granatum L).
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Selon le tableau et la figure ci-dessus, les souches bactériennes testées sont apparues de sensibles a
tres sensibles vis-a-vis de I’extrait butanolique de 1’espéce Punica granatum L. Cela montre
clairement que cet extrait exerce une activité antibactérienne a différents degrés sur I’ensemble des
bactéries testées, avec un diameétre maximal d’inhibition vis-a-vis de la bactérie Gram (+):

Staphylococcus aureus, avec une zone d’inhibition pour la concentration initiale (SM) de 26.5 mm.
En revanche, aucune sensibilité n’a été montrée contre Esherichia coli.

Les souches Bacillus subtilis, Proteus vulgaris, Pseudomenas aeruginosa ont montré une sensibilité
trés élevée envers 1’extrait n-butanol, avec un diamétre d’inhibition de 16 mm, 16 mm, 17 mm

respectivement.

Selon les résultats précédents, on peut déduire que I’extrait n-butanol présente une activité
antibactérienne plus forte que celle du dichlorométhane, surtout pour la bactérie Staphylococcus
aureus. Cela peut étre expliqué par le fait que I’activité antibactérienne de 1’extrait n-butanol de la
plante Punca granatum L est due aux différents agents chimiques dans cet extrait y compris les
flavonoides ; les tannins, les triterpénes les saponosides ainsi que d’autres composées de nature
phénolique ou groupes hydroxyles libres, qui sont classifiés comme composés antibiotiques trés actifs
(Rojas et al., 1992 ; Marjori, 1999).

L’hypersensibilit¢é de la bactérie Staphylococcus aureus vis-a-vis de 1’extrait butanolique est
probablement due a la sensibilité des bactéries Gram+ aux changements environnementaux externes
tels que la température, le pH et les extraits naturels, dlle a 1’absence de la membrane externe

(Balentine et al., 2006). Alors que, Esherichia coli a montré une résistance contre les deux extraits.

D’autre part, Reguieg Ysaad et Hammadi, (2017) ont trouvé que tous les extraits de grenade (extrait
aqueux, éthanolique et méthanolique) a une concertation de 0,1 g/ml, montrent une activité
antibactérienne élevée sur Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Escherichia coli. Les
résultats de I’activité antibactérienne de ces extraits sur les souches Staphylococcus aureus et

Pseudomonas aeruginosa corroborent nos résultats.

De plus, Bendjabeur, (2012), pour une concentration de 0,1 g/ml, I’extrait de la peau de la grenade
n’a aucune activité antibactérienne contre Escherichia coli. Ce résultat a été trouveé aussi par Alhijna

et Bourich, (2017). Idem pour nos extraits butanolique et dichlorométhane de cette plante.
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D’autres chercheurs, Benyagoub et al., 2016 ont montré que I’activité antibactérienne est due a la
nature des bactéries Gram (+) ou Gram (-), qui est liée a la différenciation dans la structure

membranaire de ces bactéries et aussi au mode d’extraction et la concentration du principe actif.

L’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque de papier imprégné d’extrait brut étudié traduit
I’action bactériostatique. Le diametre de la zone d’inhibition différe d une bactérie a une autre et d’un
extrait a un autre. Comme cela a été rapporté dans la littérature, nous avons considéré qu’un extrait a

une action bactériostatique si son diamétre d’inhibition est supérieur a 12 mm (Sagdig, 2003).

En prenant en compte les résultats obtenus auparavant, on trouve que les extraits (acétate d’éthyle,
dichlorométhane, n-butanol) des deux plantes, présentent plus au moins, la méme capacité (ou
activité) antibactérienne vis-a-vis des souches bactériennes : Bacillus subtilis, Proteus vulgaris,
Pseudomenas aeruginosa.

La différence, apparait dans ’action efficace de la plante Centaurea papposa contre la bactérie
Esherichia coli des trois extraits, contrairement a la plante Punica granatum L qui ne montre aucune

activité antibactérienne contre cette souche.
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1.2 Evaluation de P’activité antifongique

L’activité antifongique des composé€s aromatiques semble Etre liée a la présence de certaines
fonctions chimiques. En effet, les composés antifongiques majeurs chez les végétaux peuvent
appartenir a différentes classes de métabolites secondaires telles que : les acides phénols, les
quinones, les flavonoides, les tanins, les coumarines, les terpenoides, les alcaloides, les saponosides,

les lectines ou encore les polypeptides.

Dans cette étude, on a tenté de comparer I’influence de 3 extraits (n-butanol, acétate d’éthyle,
dichlorométhane), sur la croissance myceélienne des champignons phytopathogénes Fusarium
oxysporum, Fusarium culmorum, Fusarium cerealis. L’expérience a été réalisée par la méthode de
diffusion a partir des puits sur un milieu gélosé solide (PDA), dans le but d’estimer 1’évolution de
I’activité antifongique, en mesurant le diamétre de la zone d’inhibition (mm), apres 48 heures
d’incubation a une température adéquate de 28°C. Les valeurs indiquées sont les moyennes des trois

mesures des diameétres du méme essaie.

Les diamétres des zones d’inhibition (mm) obtenus sont représentés dans les tableaux suivants :

Tablaeu 06 : Activité antifongique de 1’extrait n-butanol de Centaurea papposa représentée par les zones

d’inhibition mesurées en mm.

Extrait Fusarium Fusarium Fusarium
N-butanol culmorum oxysporum cerealis
SM 14,6 16,3 19,6
Yo 9 11 11,3
Ya 8 8 9
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Tablaeu 07 : Activité antifongique d’extrait dichlorométhane de Centaurea papposa représentée par les

zones d’inhibition mesurées en mm.

Extrait Fusarium Fusarium Fusarium
Dichlorométhane culmorum oxysporum cerealis
SM 26,6 23 31,3
Yo 19,6 15,6 24,3
Ya 9,3 8,6 17

Tablaeu 08 : Activité antifongique de 1’extrait acétate d’éthyle de Centaurea papposa représentée par les

zones d’inhibition mesurées en mm.

Extrait Acétate Fusarium Fusarium Fusarium
d’éthyle culmorum oxysporum cerealis
SM 22 22,6 22,3
Ya 15 15,6 17,3
Ya 8 8,6 13,3
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Tablaeu 09 : Activité antifongique de I’extrait n-butanol de Punica granatum L représentée par les zones

d’inhibition mesurées en mm.

Etrait N-butanol Fusarium Fusarium Fusariqm
culmorum oxysporum cerealis
SM 15,3 14,3 20,3
Yo 14;3 11,6 15,6
Ya 12,6 8,3 13
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# les résultats de I’activité antifongique des trois extraits de Centaurea papposa, sont apparus

comme suit :

Figure 09 : Activité de I’extrait dichlirométhane vis-a-vis des F. oxysporum, F. cerealis, F. culmorum.
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# Pour I’espéce Punica granatum L, les résultats de ’activité antifongique sur I’extrait

n-butanol sont apparus comme suit :

Figure 10 : Activité de I’extrait n-butanol vis-a-vis des F. oxysporum, F. cerealis, F. culmorum.
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+ En présence d’acétate d’éthyle (Centaurea papposa)

L’activité antifongique de I’extrait acétate d’éthyle de I’espéce Centaurea papposa est représentée

dans la (Fig.11) suivante :

Extrait Acétate d'ethyl
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— P
I
d d

Fusarium culmorum  Fusarium oxysporum Fusarium cerealis
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10

Diameétre de la zone d'inhibition

a

Figure 11: Activité antifongique de I’extrait acétate d’éthyle de Centaurea papposa

vis-a-vis de F. culmorum, F. oxysporum, F. cerealis.

L’évaluation du diamétre de la zone d’inhibition des champignons est représentée dans la (Fig.1).
Nous avons remarqué que le degré d’efficacité de I’extrait acétate d’éthyle de Centaurea papposa sur
I’inhibition de la croissance mycélienne des souches fongiques testées augmente en fonction de la
concentration (¥4, %2, SM).

D’apres les résultats nous avons noté que la concentration (SM) donne les diamétres d’inhibitions les
plus éleveés sur la croissance des souches fongiques (F. culmorum, F. oxysporumn F. cerealis) qui

sont : 22 mm, 22.6 mm, 22.3 mm, respectivement.
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Ce qui difféere avec la concentration %, c’est qu’elle n’a montré aucun effet sur la croissance

mycélienne envers F. culmorum et F. oxysporum.

#+ En présence de I’extrait dichlorométhane (Centaurea papposa)
L’activité antifongique de I’extrait dichlorométhane de I’espéce Centaurea papposa est représentée
dans la (Fig.12) suivante :
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35
S 30
5
£ 25
°
[«B}
g 2 — SM
N
= a— nY
[«B}
3 15 Ya
e

P o

I
o

5

0 a Fl F

Fusarium culmorum  Fusarium oxysporum  Fusarium cerealis

Figure 12 : Activité antifongique de I’extrait dichlorométhane de Centaurea papposa.

vis-a-vis des F. culmorum, F. oxysporum, F. cerealis.
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On note que I’extrait dichlorométhane a un meilleur effet sur ’inhibition de ’activité des trois
souches fongique testées a savoir Fusarium culmorum, Fusarium oxysporum, Fusarium cerealis.
L’action sur ce dernier (Fusarium cerealis) est notamment meilleure, il est considéré comme le plus
sensible a cet extrait pour les trois concentrations (Y4, %2, SM) avec les diameétres (17 mm, 24.3 mm,

31.3 mm), respectivement. (Fig.12).

+ En présence de I’extrait n-butanol (Centaurea papposa)
L’activité antifongique de I’extrait n-butanol de I’espece Centaurea papposa est représentée dans

la (Fig.13) suivante :
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Figure 13 : Activité antifongique de 1’extrait n-butanol de Centaurea papposa.

vis-a-vis des F. culmorum, F. oxysporum, F. cerealis.
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En ce qui concerne I’effet de 1’extrait n-butanol de Centaurea papposa, les résultats présentes dans
la (Fig.3) montrent que cet extrait posséde aussi un fort effet fongicide vis-a-vis des trois souches
fongiques testées (Fusarium culmorum, Fusarium oxysporum, Fusarium cerealis), ou il donne pour
la concentration initiale (SM), une moyenne de diamétre de (14.6 mm, 16.3 mm, 19.6 mm),

respectivement.

+ En présence de I’extrait n-butanol (Punica granatum L)
L’activité antifongique de 1’extrait n-butanol de I’espéce Punica granatum L est représentée dans

la (Fig.14) suivante :

Extrait N-butanol
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Figure 14 : Activité antifongique de 1’extrait n-butanol de Punica granatum L,

vis-a-vis des F. culmorum, F. oxysporum, F. cerealis.
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Cet extrait montre un meilleur effet antifongique envers les trois souches fongiques testées (Fusarium
culmorum, Fusarium oxysporum, Fusarium cerealis), avec un diamétre d’inhibition de la croissance

mycélienne pour la concentration (SM) de 15.3 mm, 14.3 mm, 20.3 mm respectivemant.

11 apparait que le plus grand diamétre d’inhibition est pour le champignon Fusarium cerealis avec les
trois censantrations (¥, ¥2, SM) (Fig.4).

1.2.1 Pouvoir antifongique
Les résultats du diamétre d’inhibition de la croissance mycélienne des trois extraits (acétate d’éthyle,
dichlorométhane et n-butanol) de Centaurea papposa (Fig.15), montrent que les trois extraits
exercent une activité antifongique vis-a-vis des trois souches fongiques testées (Fusarium culmorum,

Fusariom oxysporum, Fusarium cerealis) avec la concentration initiale (SM).

Mais nous avons remarqué clairement que 1’extrait dichlorométhane est le plus actif pour inhiber la
croissance du Fusarium cerealis, avec un diamétre d’inhibition pour la concentration (SM) de 31
mm. Cet extrait contient plus des substances antifongiques inhibitrices par rapport a tous les extraits
utilisés dans cet essai antifongique. Suivi par I’extrait acétate d’éthyle avec un diameétre de 22.3 mm,

aprés le n-butanol avec un diametre de 19.6 mm.

Et en ce qui concerne la plante Punica granatium L, les trois souches fongiques testeés restent aussi
trés sensibles a 1’extrait butanolique de cette plante et montrent des diametres d’inibition de la

concentration (SM), proportionnellement similaire a ceux observé pour Centaurea papposa.
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Figure 15 : Effet des différentes concentrations des extraits acétate d’éthyle, dichlorométhane,

n-butanol de Centaurea papposasur sur la sensibilité des souches Fusarium culmorum, Fusariom

oxysporum, Fusarium cerealis.

Selon les résultats enregistrés, 1’extrait dichlorométhane est plus actif que 1’extrait acétate d’éthyle et

n-butanol. Cette différence peut étre due a la composition chimique, qui différe d’un extrait a un autre.
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Conclusion et Perspectives

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales posseéde des propriétés
biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers domaines a savoir
en médecine, en pharmacie en cosmétologie, en agriculture. Ce regain d’intérét vient d’une part de
fait que les plantes medicinales représentent une source inépuisable de substances bioactives, et
d’autre part les effets secondaires par les médicaments inquietent les utilisateurs qui se retournent

vers des soins moins agressifs pour I’organisme.

Au terme de ce travail visant a étudier les activités antibactérienne et antifongique des trois extraits
préparé par macération de deux plantes médicinales algériennes, appartenant a la famille des
Asteraceae et au genre centaurea, et la famille des Lythraceae et au genre Punica, les familles les
plus importantes de la flore Algérienne et les plus utilisées en médecine traditionnelle. 1l ressort que

ces plantes possedent des vertus pouvant justifier leur utilisation en médicine traditionnelle.

Ce travail nous a permis d’une part de faire en premier temps une étude bibliographie menée sur les
deux genres de plantes étudiées, ce qui nous a permis de révéler leur caractéristiques botaniques et

biologiques et de montrer leur richesse en substances naturelles.

Le travail réalisé a débuté par une macération du matériel végétal pour obtenir une solution aqueuse,
qui a son tour a subi des séparations liquide-liquide avec des solvants organiques de polarité

croissante pour aboutir a trois extraits (acétate d’éthyle, dichlorométhane, n-butanol).

Nous avons ¢galement testé ces extraits sur 1’activité antibactérienne par la méthode de diffusion a
partir des disques imprégnés et I’activité antifongique par la méthode de diffusion a partir des puits.
Les résultats obtenus ont montré des zones d’inhibition remarquables contre les cing souches
bactériennes (Bcillus subtilis, staphylococcus aureus, Esherichia coli, Proteus vulgaris,
Pseudomenas aeruginosa) et les trois souches fongiques (Fusarium culmorum, Fusarium oxysporum,

Fusarium cerealis).

Pour la plante Centaurea papposa, la fraction dichlorométhane des feuilles, posséde la capacité
antibactérienne et antifongique la plus élevée et la meilleure par rapport aux autres extraits. Ce résultat

peut étre justifié par la richesse en composés phénoliques et flavoniques de cet extrait.

En parall¢le I’activité antifongique des autres extraits obtenus (n-butanol, acétate d’éthyle) est assez
significative et donne des résultats acceptables. Par contre 1’activité antibactérienne est assez faible

pour ces extraits.
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Alors que dans la deuxieme plante Punica granatum L, la meilleure capacité antibactérienne et
antifongique a été observée sur I’extrait n-butanol. Cela peut étre expliqué essentiellement par la
nature des composés qu’il contient comme; les flavonoides, les tanines, les triterpénes les saponosides
ainsi que d’autres composées de nature phénolique, qui sont classifiés comme composés antibiotiques

tres actifs.

Sachant que ces résultats se révélent prometteurs et que chaque plante se caractérise par des molécules

particuliérement intéressantes qui demandent d’étre exploitées.

Il serait intéressant d’approfondir cette étude par :

¢ La réalisation d’une étude phytochimique de ces extraits en vue d’identifier les différentes

molécules responsables des différentes activités biologiques des différentes plantes.

*,
L X4

Identification et caractérisation de la molécule responsable de 1’effet par les méthodes

d’analyse (RMN, Spectrophotometre de masse).

« Evaluation de I’effet in vivo, sur un modele animal.

*,
L X4

Elargir le panel des activités biologiques in vitro et in vivo.

7
L4

Etude de la toxicité aiglie et chronique, in vivo, sur un modéle animal, afin de pouvoir cerner

tout effet indésirable et de mieux identifier les sites d’action des substances actives.
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Abstract:

Centaurea papposa and Punica granatum L are plants belonging to the Acteracea and Punicacea
family, respectively, their richness in secondary metabolites has led us to proceed to their extraction
from leaves by methanol; then the methanolic extract is fractionated using solvents of increasing

polarity.

On the basis of these data we were interested in the biological study and the evaluation of two
biological activities of these plants. First, we studied the antibacterial activity on five bacterial strains
(Bacillus subtilis, staphylococcus aureus, Esherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomenas
aeruginosa). This activity is carried out by the diffusion method from discs impregnated with
different concentrations of the extract. The results show that the dichloromethane extract of Centaurea
papposa is the most active on the strains tested with a maximum diameter of inhibition of 15 mm for
the initial concentration (MS) against Proteus vulgaris. Whereas, the n-butanol extract of Punica
granatum L has the best antibacterial power against staphylococcus aureus with a diameter of 26.5

mm.

On the other hand, we evaluated the antifungal activity on three fungal strains (Fusarium culmorum,
Fusarium oxysporum, Fusarium cerealis) by the method of diffusion from wells and the results show

that the strains are very sensitive towards three extracts with significant areas of inhibition.
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Centaurea papposa et Punica granatum L sont des plantes appartenant a la famille des Acteracea et
Lythraceae, respectivement, leur richesse en métabolites secondaires nous a conduits a procéder a leur
extraction a partir de feuilles par le méthanol ; puis I’extrait méthanolique est fractionné en utilisant des solvants

a polarité croissante.

Partant de ces données nous nous sommes intéressés a 1’étude biologique et 1’évaluation de deux activités
biologiques de ces plantes. Dans un premier temps nous avons étudié I’activité antibactérienne sur cing souches
bactériennes (Bcillus subtilis, staphylococcus aureus, Esherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomenas
aeruginosa). Cette activité est réalisée par la méthode de diffusion a partir des disques imprégnés avec
différentes concentrations de 1’extrait. Les résultats montrent que 1’extrait dichlorométhane de Centaurea
papposa est le plus actif sur les souches testées avec un diametre maximal d’inhibition de 15 mm pour la
concentration initial (SM) vis-a-vis de Proteus vulgaris. Alors que I’extrait n—butanol de Punica granatum L

a le meilleur pouvoir antibactérien contre staphylococcus aureus avec un diameétre de 26.5 mm.

D’autre part nous avons évalué I’activité antifongique sur trois souches fongiques (Fusarium culmorum,
Fusarium oxysporum, Fusarium cerealis) par la méthode de diffusion a partir des puits et les résultats montrent

que les souches sont trés sensibles vis-a-vis des trois extraits avec des zones d’inhibitions importantes.

Mots clés : Centaurea papposa, Punica granatum L, métabolites secondaires, activité antibactérienne,
activité antifongique.

Devant le jury :

Président du jury : MOSBAH Asma (MCB) UFMCL1.
Encadrante : BELLIL Ines (Maitre de Conférences- UFM Constantine 1).
Examinatrice : BENCHIHEUB Meriem (MCB) UFMCL.

Date de sustenance :19/09 /2021







