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Résumé

La plante qu’on va étudier dans ce manuscrit appartient au genre d’Helianthemum de la
famille des Cistaceae. C’est une plante largement utilisée dans la médecine traditionnelle.
Les travaux qu’on va présenter dans ce memoire ont pour objectif I'étude phytochimie
(extration par ultrasons, screening phytochimique, dosage des flavonoides et polyphénols
et le test CCM). On va réaliser aussi une étude pharmacologique (activité antioxydante,
antibactérienne et antifongique). Les tests de screening phytochimique ont révélé la
présence de plusieurs métabolites secondaires dans notre plante tel que : les flavonoides,
les saponosides, les sucres, les tanins, les alcaloides, les terpenes, les stérols et les
anthraquinones. La teneur en polyphénols a montré que I'extrait MeOH présente la plus
forte concentration en polyphénols avec 2824 pg EAG/mg de PS. La teneur en
flavonoides totaux montre également que cet extrait a enregistré la valeur la plus élevée
avec 853,01 ug EQ/mg de PS. Les résultats de I'activité antioxydante par le test ABTS ont
indiqué que I'extrait MeOH présente 1’activité la plus elevé avec une ICso de 11,42+0,70
pg/ml. L’évaluation de I’activité antibactérienne réveéle que I’extrait MeOH a été le plus
puissant sur les deux types de souches bactériennes testées : E. Coli et S. aureus avec une
zone d’inhibition de 11 et 12 mm respectivement avec la concentration de 50 mg/ml
d’extrait. Les résultats obtenus avec le test antifongique ont révélé une activité
considérable des trois extraits de plante contre la souche fongique fusarium oxysporum. On
distingue que I’extrait MeOH présente toujours 1’activité la plus elevé a la concentration de

100 mg/ml avec un taux d’inhibition de 10,52%.

Mots —clés : Cistaceae, Helianthemum, les flavonoides, activité antioxydante, activité

antibactérienne, activité antifongique.
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Abstract

The plant that we are going to study in this manuscript belongs to the genus of
Helianthemum of the Cistaceae family. It is a plant widely used in traditional medicine.
The work that we will present in this dissertation aims to study phytochemistry (ultrasound
extraction, phytochemical screening, dosage of flavonoids and polyphenols and the CCM
test). We will also carry out a pharmacological study (antioxidant, antibacterial and
antifungal activity). Phytochemical screening tests revealed the presence of several
secondary metabolites in our plant such as flavonoids, saponosides, sugars, tannins,
alkaloids, terpenes, sterols and anthraquinones. The polyphenol content showed that the
MeOH extract has the highest polyphenol concentration with 282.4 ug EAG/mg PS. The
total flavonoid content also shows that this extract recorded the highest value with 853.01
ng EQ/mg PS. The results of the antioxidant activity by the ABTS test indicated that the
MeOH extract exhibits the highest activity with an 1C50 of 11.42+0.70 pg/ml. The
evaluation of the antibacterial activity reveals that the MeOH extract was the most potent
on the two types of bacterial strains tested: E.Coli and S.aureus with an inhibition zone of
11 and 12 mm respectively with the concentration of 50 mg/ml of extract. The results
obtained with the antifungal test revealed considerable activity of the three plant extracts
against the fungal strain Fusarium oxysporum. It is distinguished that the MeOH extract
always presents the highest activity at the concentration of 100 mg/ml with an inhibition
rate of 10.52%.

Keywords: Cistaceae, Helianthemum, flavonoids, antioxidant activity, antibacterial

activity, antifungal activity.
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Introduction générale

Depuis l'antiquite, les plantes médicinales ont été utilisees pour soulager et guérir
les maladies humaines. En réalite, leur capacité thérapeutique provient des composés
naturels bioactifs présents dans ces plantes, connus sous le nom de "meétabolites
secondaires”. Ces metabolites sont ensuite accumulés dans divers organes de la plante,

parfois méme dans des cellules spécialisees. [1].

Les plantes renferment une grande diversité de substances biologiquement actives
qui ont un impact significatif sur la santé humaine. Elles peuvent offrir une gamme variée
de propriétes, a la fois médicinales pour certaines affections cutanées et protectrices pour la

peau, notamment grace a leurs effets antioxydants, antimicrobiens et antifongique.

L'Algérie possede une richesse de plantes médicinales qui sont utilisées dans
différents domaines tels que la médecine, la pharmacie, la cosmétique et I'agroalimentaire,
en raison de leurs propriétés thérapeutiques. C'est pourquoi nous nous sommes intéresses a
la recherche sur les plantes médicinales, et notre choix se porte sur notre plante qui
appartient a la famille des Cistaceae. Cette plante est largement utilisée dans la médecine
traditionnelle pour traiter les maladies respiratoires, les affections de la peau, les infections
des voies urinaires et les douleurs menstruelles, etc. Diverses études biologiques sur cette

plante ont montré qu'elle posséde une activité antioxydante et antibactérienne remarquable.

Jusqu'a récemment et méme aujourd’hui, des remedes traditionnels a base de
plantes ont été utilisés sans connaitre les raisons de leurs bienfaits. En effet, il est encore
difficile d'identifier les molécules responsables de ces effets bénéfiques, bien que certaines
études sur des animaux aient attribué certains effets pharmacologiques a des composés tels
que les alcaloides et leurs dérivés, les terpenes, les stéroides et les composés

polyphénoliques [2].

Les composés phytochimiques d’intérét thérapeutique peuvent étre dérivés de
nombreuses parties des plantes telles que 1’écore, les feuilles, les fleurs, les racines, les
grains, etc. avec une teneur différente. Ces composés biologiquement actifs peuvent étre
isolés des plantes par des méthodes traditionnelles, a savoir la macération, la décoction,
I’infusion etc. ils peuvent également isolés par des techniques modernes physicochimiques

et biologiques [3].

Notre étude se concentre sur I'analyse phytochimique de notre plante et I'évaluation

de son activité biologique tel que I’activité antioxydante, antibactérienne et antifongique.



Introduction générale

Ce manuscrit est divisé en deux parties :
La premiere partie : c’est la partie théorique qui se compose de deux chapitres :

> Le premier chapitre renferme la présentation de la famille des Cistaceae, présentation du
genre Helianthemum et les métabolites secondaires.
» Le second chapitre apporte les activités biologiques telles que 1’activité antioxydante,

I’activité antibactérienne et I’activité antifongique.
La deuxieme partie : Est la partie expérimentale qui se divise en deux chapitres :

> Le premier chapitre de ce travail se concentre sur les matériaux et les méthodes utilisés.
Il aborde spécifiquement I'étude phytochimique des extraits provenant de notre plante.
Cette étude met I'accent sur la quantification les composés phénoliques et flavonoides,
ainsi que sur I'évaluation de leur activité antioxydante, antibactérienne et antifongique.

> Le deuxiéme chapitre consiste a une discussion détaillée des résultats obtenus. Les
résultats de I'étude phytochimique ainsi que I'évaluation de I'activité biologique seront
analysés et interprétés. Les implications des résultats seront discutées en relation avec la
littérature existante et les objectifs de I'étude. Des éclaircissements supplémentaires, des
comparaisons et des interprétations des données seront abordés dans ce chapitre. Et

nous terminerons ce travail par une conclusion générale.



Chapitre I

Généralités sur la plante et

les métabolites secondaires
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1.1. Plantes médicinales

Depuis des millénaires, les plantes médicinales sont utilisées a travers le monde
pour leurs propriétés thérapeutiques. Elles renferment une diversité de composes
chimiques actifs tels que des alcaloides, des flavonoides et des terpénoides, qui leur
conférent des vertus curatives bénéfiques pour la santé humaine. Depuis I'Antiquité, ces
connaissances sur les plantes médicinales se sont transmises de génération en genération,

constituant ainsi les fondements des systemes de médecine traditionnelle [4].
1.2. La phytothérapie

La phytothérapie est une forme de médecine traditionnelle qui se concentre sur
l'utilisation thérapeutique des plantes médicinales pour prévenir et traiter diverses
affections. Elle repose sur l'utilisation des extraits de plantes, tels que les feuilles, les

fleurs, les racines ou les écorces, pour leurs propriétés curatives. [5].
1.3. La famille des Cistaceae

1.3.1. Généralités

Les Cistaceae comprennent environ 170 espéces de plantes réparties en 8 genres
(Cistus, Halimium, Fumana, Tuberaria, Helianthemum, Lechea, Hudsonia et
Crocanthemum) [6]. Les membres de cette famille sont principalement des plantes
herbacées ou des arbustes a feuilles persistantes [7]. Elles sont largement distribuées dans
les régions tempérées et subtropicales du monde entier, mais elles sont particulierement
abondantes dans la région méditerranéenne [8]. Les Cistaceae ont des fleurs solitaires,
actinomorphes et hermaphrodites, avec cing sépales, cing pétales et de nombreuses
étamines [9]. Elles ont une grande importance écologique en raison de leur réle dans la
stabilisation du sol, la rétention d'eau et la conservation de la biodiversité [10].



Chapitre | Geéneralités sur la plante et les métabolites secondaires

Cistus ladanifer [11] Helianthemum nummularium [12] fumana ericoides [13]
Figure 1 : Quelques plantes de la famille des Cistaceae

1.3.2. La positon systématique

Selon le systeme de classification APG IV (Angiosperm Phylogeny Group), la
famille des Cistaceae est classée dans I'ordre des Malvales, sous-classe des Rosidae, super-
ordre des Rosanae, clade des fabidées, et clade des eurosides [14]. L’analyse
phylogénétique moléculaire confirme la position des Cistaceae au sein des Malvales [15].
Cette famille est également étroitement apparentée aux autres familles de Malvales, telles
que les Malvaceae, les Bombacaceae, les Sterculiaceae et les Tiliaceae [16]. En outre, une
étude récente a révélé que la famille des Cistaceae se divise en deux sous-familles, les

Cistaceae et les Helianthematoideae [17].

* Régne : Plantae (plantes)

* Sous-régne : Tracheobionta (plantes vasculaires)

« Division : Magnoliophyta (plantes a fleurs)

* Classe : Magnoliopsida (dicotylédones)

* Sous-classe : Rosidae

* Ordre : Malvales

» Famille : Cistaceae

* Sous-familles : Cistoidae / Dircaeoideae

* Genres : Cistus / Fumana / Halimium / Helianthemum / Hudsonia / Lechea / Tuberaria /
Xeranthemum [18].
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1.3.3. Description botanique

La famille des Cistaceae est une famille de plantes a fleurs qui comprend environ
170 espéces réparties en 8 genres différents. Les membres de cette famille sont caractérisés
par des feuilles alternes simples et entieres, ainsi que des fleurs a symétrie radiale avec des
pétales froisseés ou rideés. Les Cistaceae sont également connues pour leur capacité a résister
a des conditions environnementales difficiles telles que la sécheresse, les températures

élevées et les sols pauvres [19].

Les Cistaceae sont des plantes ligneuses, généralement des arbustes ou des sous-
arbrisseaux, rarement des plantes herbacees [20]. Les feuilles sont simples, alternes,
souvent sessiles et entiéres. Elles peuvent étre couvertes de poils glandulaires [21]. Les
fleurs sont solitaires ou groupées en cymes, souvent grandes et vistuleuses. Elles ont
généralement 5 sépales, 5 pétales et de nombreuses étamines. Les antheres sont souvent

basifixes. Les fruits sont des capsules ou des siliques [22].

Les plantes de cette famille sont largement répandus dans les régions tempérées et
subtropicales du monde, avec une grande diversité en Europe et en Amérique du Nord.
Certaines especes sont adaptées a des environnements arides et peuvent tolérer des sols

pauvres en nutriments [23].

Les Cistaceae ont des utilisations diverses, comme plantes ornementales, plantes

médicinales ou comme source de tanins [24].
1.3.4. La répartition géographique

La famille des Cistaceae est répartie dans les régions tempérées et subtropicales du
monde, avec une concentration particuliére dans le bassin méditerranéen et I'Afrique du
Sud [25].

Les genres Cistus et Halimium sont principalement représentés en Europe, avec
environ 25 especes chacun. [26]. Le genre Fumana est également présent en Europe, avec
environ 15 espéces, mais aussi en Afrique du Nord et au Moyen-Orient. [27]. Le genre
Helianthemum est largement répandu dans les régions tempérees et subtropicales du
monde, avec environ 110 espéces. Les especes les plus communes sont présentes en
Europe et en Amérique du Nord. [28]. Le genre Hudsonia est endémique d'Amérique du

Nord, avec seulement 2 espéces. [29]. Le genre Lechea est également endémique
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d'’Amériqgue du Nord, avec environ 25 espéces. [30]. Le genre Tuberaria est
principalement présent en Europe, avec environ 10 espéces. [31]. Le genre Xolantha est

endémique d’Ameérique du Sud, avec seulement 1 espece. [32].
I .3.5. Propriétés biologiques

Les plantes de la famille des Cistaceae ont des propriétés médicinales bien établies
dans la médecine traditionnelle de nombreuses cultures. Elles ont été utilisées pour traiter
diverses affections, notamment les infections respiratoires, les troubles gastro-intestinaux,

les douleurs menstruelles, les plaies et les troubles cutanés. (Voir le Tableau 1) [33].

Tableau 1 : Activités biologiques de différentes espéces de la famille des Cistaceae

Especes Activités biologiques Partie,de I."’} plante : Référenc_es
étudiée bibliographiques

Cistus Ladanifer Activité antioxydante Feuilles [34]
Cistus Monspeliensis = Activité anti inflammatoire Feuilles [35]
Cistus Salviifolius Activité antioxydante Feuilles [36]
Fumana Thymifolia  Activité antimicrobienne Parties aériennes [37]
HI;.Il?I’ITi]ri?(i)Tirle Activité anti tumorale Parties aériennes [38]
Helianthemum Activité anti inflammatoire Parties aériennes [39]

Kahiricum

1.3.6. Utilisations traditionnelles

Les plantes de la famille des Cistaceae ont €té utilisées traditionnellement pour
leurs propriétés médicinales, notamment pour traiter les infections respiratoires, les
douleurs menstruelles, les troubles gastro-intestinaux et les problémes de peau. Certaines
espéces ont également été Utilisées comme colorants pour les textiles et les aliments. En
outre, certaines especes des Cistaceae ont été utilisées comme nourriture, notamment dans
les régions méditerranéennes, ou les fleurs et les feuilles de certaines espéces sont utilisées
pour préparer des boissons et des infusions [40]. Voici quelques exemples d'utilisations

traditionnelles des Cistaceae : (Voir le Tableau 2)
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Tableau 2 : L’utilisation traditionnelle de certaines espéces de la famille des
Cistaceae

Nom de la plante Utilisations traditionnelles

Traitement des maladies respiratoires telles que la toux et I'asthme.

TS Y EERIE s Elle a également été utilisée pour traiter les ulcéres et les plaies [41].

Traitement des affections de la peau telles que les bralures et les
Cistus Salviifolius éruptions cutanées. Elle a également été utilisée comme diurétique et
pour soulager les douleurs menstruelles [42].

Traitement des infections des voies urinaires et les douleurs
Cistus Villosus menstruelles. Elle a également été utilisée comme diurétique et pour
stimuler le systeme immunitaire [43].

1.3.7. L’étude chimique

L'étude chimique de la famille des Cistaceae a révélé la présence d'un large éventail
de composés bioactifs intéressants trouvés dans diverses parties de la plante, y compris les
feuilles, les fleurs et les racines. [44]. Cette étude a également montré que les composés
bioactifs trouvés dans les plantes des Cistaceae ont de nombreuses propriétés bénéfiques
pour la santé humaine, notamment des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires,
antimicrobiennes et anticancéreuses [45]. La famille des Cistaceae est connue pour sa
richesse en composés bioactifs. Les études chimiques ont montré que cette famille de
plantes contient une variété de composes, notamment des acides phénoliques, des

flavonoides, des terpénes et des iridoides. [46].

e Les acides phénoliques : Cette famille de composés est courante dans la famille des
Cistaceae et présente des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et
anticancéreuses. [47].

¢ Les flavonoides : Ces composes sont largement répandus dans cette famille, ils ont des
propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, anticancéreuses et antivirales. [48].

e Les terpenes : Cette catégorie de métabolites secondaires est également est riche en
propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires. [49].

e Les iridoides : Ces composés sont moins fréquents dans la famille des Cistaceae, mais
présentent des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antivirales. (Voir le
Tableau 3) [50].
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Tableau 3 : Les composés chimiques isolés a partir de différents genres de la
famille des Cistaceae.

Genres Composés Partie de la Référence
Chimiques isolés  Plante Etudiée  Bibliographique
Querceétine (1)
Cistus Kaempférol (2) Feuilles, Fleurs [51]
Myriceétine (3)
Halimium Kaempferol (2) Feuilles, Fleurs [52]

Quercetine (1)

Apigénine (4)
Tuberaria Kaempférol (2) Feuilles, Fleurs [53]
Quercétine (1)

Apigénine (4)
Quercetine (2)

[54]

Fumana Parties Aériennes

Kaempférol (2)
Quercétine (1)

.Helianthemum Feuilles, Fleurs [55]

Figure 2 : Quelques structures chimiques des composes issus de plusieurs genres

appartenant a la famille des Cistaceae
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| .4. Présentation du genre Helianthemum
I .4.1. Généralités

Le genre Helianthemun est une lignée monophylétique avec environ 136 especes et
sous-especes caractérisées par une taxonomie complexe et une remarquable diversité
d'histoire de vie et de traits fonctionnels [56]. Originaire du Miocéne, le genre s'est
diversifié au cours du Pliocéne et du Pléistocene donnant naissance a trois grandes lignées
rayonnantes, l'une diversifiée a travers les régions saharo-arabe et irano-touranienne (sect.
Eriocarpum), les deux autres diversifiées autour du bassin méditerranéen et de I'euro
sibérien [57].

Au sein de ces lignées, il est remarquable qu'actuellement la plupart des espéces ont
des aires de répartition restreintes ou sont endémiques a de tres petites régions, alors que
seules certaines especes ont de grandes aires de répartition géographique (par exemple, H.
apenninum, H. cinereum, H. kahiricum, H. ledifolium, H. lippii, H. nummularium, H.

oelandicum, H. salicifolium ou H. stipulatum) [58].

H. salicifolium [59]. H. apenninum [60]. H. lippii [61].

Figure 3 : Quelques espéces du genre Helianthemum

I. 4. 2. Position systématique

Ce genre est limité a I'Ancien Monde, se compose d'environ 136 especes et sous-
especes trouvées du Cap Verde a I'Asie centrale dans une variété d'habitats (xérophytes,
méditerranéen, tempéré, alpin) qui montrent une vie remarquable histoire et diversité des
traits fonctionnels. 1l comprend des thérophytes et des plantes ligneuses-fruticuleuses et
suffruticeuses dont I'élevage et les systemes d'accouplement varient de la cléistogamie a

I'auto-incompatibilité avec différents niveaux d’allofécondation [62].

10
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Il est également a noter que seules certaines espéces d'Helianthemum ont de
grandes aires de répartition géographique (par exemple, H. apenninum Mill., H. cinereum
Pers., H. kahiricum Delile, H. ledifolium (L.) Mill., H. lippii (L.) Dum.Cours., H.
nummularium Mill., H. oelandicum (L.) DC., H. salicifolium (L.) Mill., ou H. stipulatum C.
Chr.) Alors que la plupart ont des aires de répartition restreintes ou sont endémiques a de

tres petites régions [63].

Bien que la division taxonomique des especes soumises a des discussions
systématiques telles que H. apenninun, H. nummularium, H. marifolium, H. cinereum ou
H. oelandicum en espéces et sous-especes ait été largement critiquée parce que les
caracteres diagnostiques ne sont pas stables mais corrélée aux conditions écologiques dans
la plupart des cas [64].

¢ Classification du genre Helianthemum

o Régne : Plantae
o Embranchement : Tracheophyta ; Magnoliophyta
o Classe : Magnoliopsida
o Ordre : Malvales ; Violales
o Famille : Cistaceae
o Genre : Helianthemum
I .4.3. Description botanique du genre Helianthemum

L’Helianthemum est un genre appartenant a la famille des Cistaceae qui contient
plus de 110 especes qui se répartissent en majorité dans le bassin méditerranéen, encore
assez bien représenté dans le Sahara septentrional. Les Helianthemum sont des arbustes
souvent trés petits, a feuilles opposées ou rarement alternes a fleurs jaunes ou jaunatre
portant 5 sépales dont deux plus petits, un ovaire formé de 3 carpelles soudés et coiffé d’un

style unique coudé [65].

11
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Figure 4 : Des photos réelles de la plante qu’on a étudiée du genre Helianthemum.
| .4.4. Répartition géographique

Le genre Helianthemum (Cistaceae) constitue un excellent modele biologique pour
étudier I'impact des changements géo climatiques et des changements de niche
environnementale sur les origines de la diversité des especes dans les lignées végétales

méditerranéennes.

Helianthemum est une lignée monophylétique paléarctique, principalement
réparties dans le bassin méditerranéen, mais avec plusieurs espéces réparties dans des
zones adjacentes non méditerranéennes telles que la Macaronésie, I'Europe centrale et

septentrionale, la Corne de I'Afrique et I'Asie centrale.

Remarquablement, les especes d'Helianthemum prospérent dans des conditions
environnementales assez disparates, des broussailles arides et semi-arides a la végétation
subalpine sur une variété de substrats rocheux tels que le calcaire, la dolomite, le schiste, le

gypse, les sols salins, volcaniques et sablonneux [66].

Phylogénétiquement, chaque espece d'Helianthemum appartient a l'un des trois
principaux clades constituant le genre, qui correspondent principalement a ses trois plus
grandes sections taxonomiques Eriocarpum, Pseudocistus et Helianthemum. De plus,

chacune de ces sections représente une évolution [67].
| .4.5. Helianthemum en médecine traditionnelle
Les taxons d'Helianthemum ont été traditionnellement utilisés comme remede

naturel dans la médecine populaire par les habitants d'Espagne et des Amériques. Les

12
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taxons sont des sous-arbustes a feuilles persistantes ou semi-persistantes qui sont
largement distribués dans les régions tempérées et subtropicales de I'hémisphére nord, avec

le centre de diversité dans la région méditerranéenne.

Les feuilles et les fleurs de différents taxons d'Helianthemum sont
traditionnellement utilisées comme remédes anti-inflammatoires, antiulcérogénes,
cicatrisants, antiparasitaires, antimicrobiens, analgésiques, cytotoxiques et vasodilatateurs
[68].

Ces plantes sont ingérées sous forme de décoctions et de tisanes pour les problemes
gastro-intestinaux. lls sont également transformés en cataplasmes et pommades et

appliqués directement sur les plaies infectées ou les brdlures [69].
| .4.6. Etude chimique antérieurs

Dans cette partie on va analyser la composition chimique de quelques espéces du

genre Hélianthemum (Tableau 4)

Tableau 4 : Quelques composés chimiques issus des espéces du genre Helianthemum

Espéces Nom des composés Référence

Quercétine (1)

H. glomeratum, Kaempférol (2) [70]
H. alypoides, H. hirtum, H. asperum Acide gallique (5) [71]
H. alypoides Les éllagitanins [72]
H. italicum, H. kahiricum et H. lippii Ca%a;;;)cl)l(G) [73-74]
H. sessiliflorum Alpha-pinéne (7) [75]
H. nummularium subsp. grandiflorum Le beta-caryophyllene [75]

L'alpha-humuléne

Figure 5 : Quelques structures chimiques des composés issus du genre Helianthemum
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| .4.7. Etude biologique antérieurs

Cette étude a porté sur 1’évaluation de I’activité biologique de quelques espéces du

genre Hélianthemum (Tableau 5)

Tableau 5 : Activités biologiques de différentes especes du genre Helianthemum

Espéces Activités biologiques = Références
H. virgatum Analgésique [76]
H. alypoides Phyto-inhibitrice [77]
H. syriacum Antioxydante [78-79]
H. hirtum Antimicrobienne [78-79]
H. glomeratum Anti-protozoaire
Antibactérienne [78-79]
Anti-giardiale
H. kahiricum Antioxydante
H. sessiliflorum  Antimicrobienne
H. nummularium Antiparasitaire [74]
H. lippii

| .5. Les métabolites secondaires
| .5. 1. Définition

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées
et accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes. Exercent cependant une
action déterminante sur l'adaptation des plantes a leur environnement [80]. Ils assurent des
fonctions clés dans la résistance aux contraintes biotiques (phytopathogenes, herbivores,
etc.) et abiotiques (UV, température...etc.). Environ un tiers des médicaments actuellement
sur le marché contiennent au moins une matiére végétale [81]. D'un point de vue
agronomique, le réle de ces composés dans la protection des cultures est connu (résistance

aux maladies fongiques, aux infections bactériennes, a certains insecte) [82].
I .5. 2. La classification des métabolites secondaires

Il existe actuellement plus de 100000 métabolites secondaires identifiés, Ils
appartiennent a trois grandes familles : les polyphénols (acides phénoliques, flavonoides,

anthocyanidines, tanins, quinones), les terpénes et les alcaloides [83].

14
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I .5.2.1. Les composés phénoliques
I .5.2.1.1 Définition

Les polyphénols sont des composes phytochimiques largement répandus dans les
plantes, qui sont caractérisés par la présence de plusieurs groupes phénoliques dans leur
structure. (10). Ces composés sont présents dans toutes les parties de la plante, mais avec
une distribution quantitative différente entre les différents tissus. Ils ont été étudiés pour
leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, anticancéreuses, neuroprotectrices,

cardio-protectrices [84].

OH

(8)
Figure 6 : squelette de base des polyphénols

I .5.2.1.2. La structure chimique

On désigne un vaste ensemble de substances qui possédent un cycle aromatique
portant un ou plusieurs groupements hydroxyles. Plusieurs milliers d'entre eux ont été

décrits et caractérises chez les végétaux grace aux progres des techniques d’analyse.

Ils peuvent étre regroupés en plusieurs classes ; elles se présentent sous formes
solubles ainsi que des formes plus ou moins solubles (tannins). Par contre, les formes

insolubles (lignines et a des macromolécules glucidiques) [85].
I .5.2.1.3 La classification des polyphénols

Le terme couvre un groupe trés vaste de composants chimiques. Ces composés
peuvent étre classés de plusieurs fagons. Harborne et Simmonds par exemple, ont classé
ces composeés selon le nombre d'atomes de carbone [86]. Les principales classes de
composants phénoliques sont : les acides phenoliques, les flavonoides qui représentent plus

de la moitie des polyphénols, les tanins, et les coumarines [86].

e Les Flavonoides
C’est le plus grand groupe de phénols végétaux, ce sont des composés de faible

poids moléculaire liés généralement aux molécules de sucre. Les flavonoides sont
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regroupés en anthocyanes et anthoxanthines. Les anthocyanes sont des molécules de
pigment rouge, bleu et violet, par contre les anthoxanthines qui comprennent les flavonols,
les flavones, les flavanols et les isoflavones, sont des molécules incolores ou blanches a

jaunes [87].

C)

Figure 7 : Structure d’un flavonoide

¢ Acides phénoliques
Les acides phénoliques (10) comprennent les acides hydroxy benzoique et

hydroxy cinnamique.

@)

HO
(10)

Figure 8 : Structure d’un acide phénolique.
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Chapitre 11 Les Activités Biologiques

I1.1. Le stress oxydatif
11.1.1. Définition

Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre entre la production d’espéces réactives
de I’oxygene (ERO) et les capacités de défense antioxydante de I’organisme. Produits de
facon continue et élevée, les ERO sont a I’origine d’un stress oxydant avec modifications
irréversibles de lipides, de protéines et d’acides nucléiques. Le stress oxydant a été
incriminé dans le vieillissement et la physiopathologie de nombreuses maladies, comme le
cancer avec un défaut d’élimination de cellules cancéreuses, les maladies cardiovasculaires
avec une atteinte de la paroi des vaisseaux sanguins, et les maladies inflammatoires car les
ERO sont des acteurs essentiels dans la défense non liée aux anticorps. Pour se protéger du
stress oxydant, les organismes ont développé un arsenal d’antioxydants, avec des enzymes
(superoxyde-dismutase, catalase et glutathion-peroxydase), des vitamines (A, E et C) ainsi
que certaines molécules dont ce n’est pas la fonction principale (acide urique, bilirubine et

mélatonine) [88].

Figure 9 : Quelques exemples d'antioxydants naturels [89], [90].

11.1.2. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des agents oxydants avec un ou plusieurs électrons non
appariés dans la coque la plus externe, ce qui les rend trés réactifs et instables vis-a-vis des
substrats biologiques. Elles peuvent étre classées en deux catégories : les especes réactives
de l'oxygene (ROS) et les especes réactives de I'azote (ERA). Les ROS sont les radicaux

libres les plus courants dans le corps. [91].

Actuellement, les radicaux libres les plus courants comprennent des types tels que les

radicaux hydroxyles (HO"), le superoxyde (O2") et I'oxyde nitrique (NO) ainsi que d'autres
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molécules non radicalaires, si aucune paire d'électrons supplémentaires n'est présente, qui
peuvent conduire a la formation de radicaux libres. C'est le cas par exemple du
peroxynitrite (ONOQO"), du peroxyde d'hydrogene (H20.), de I'acide hypochloreux (HOCL)
et de I'oxygene singulet. (O2). [92]

Il .2. Les Antioxydants

L'activité antioxydante se référe a la capacité d'une substance a neutraliser ou a
réduire les dommages causés par les radicaux libres et les espéces réactives de I'oxygene
dans l'organisme. Les antioxydants agissent en protégeant les cellules contre le stress
oxydatif, qui est associé a diverses maladies et au processus de vieillissement. [93]

11.2.1. Les différents systémes d’antioxydant

Le systeme antioxydant est réparti en deux groupes exogéne et endogene ce dernier

lui-méme est divisé en deux groupes enzymatiques et non-enzymatique
11.2.1.1. Systeme antioxydant endogene enzymatique

» Les superoxydes dismutases
Les superoxydes dismutases (SOD) sont des meétalloprotéines responsables de la

dismutation spontanée du radical superoxyde en peroxyde d’hydrogene [94]. Elles sont de

trois types :

e Une SOD intracellulaire de cuivre et de zinc (Cu, Zn-SOD), localisée da2ns le
cytoplasme et dans I'espace inter membranaire mitochondrial ; Il exerce une action
antioxydante importante dans I'espace inter membranaire mitochondrial [94].

e Une autre SOD a cuivre et a zinc est extracellulaire principalement dans la matrice
extracellulaire des tissus et a un degré moindre dans les liquides extracellulaires des
tissus (plasma, lymphe) [94].

e Une SOD a manganese (Mn-SOD) qui est située a la fois dans la matrice et au niveau de

la membrane interne de la mitochondrie. [94]
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> La catalase

La catalase est une enzyme héminique composée de quatre chaines polypeptidiques.
Son site catalytique permet d'éliminer le peroxyde d'hydrogene, présent en fortes
concentrations. Son activité est particulierement abondante dans les globules rouges, le
foie et les reins. [94]

» La glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase est une enzyme dépendante du sélénium qui a une forte
affinit¢ pour le peroxyde d’hydrogene ; elle permet donc 1’élimination du peroxyde

d’hydrogene. [94]
11.2.1.2. Le systeme antioxydant endogéne non enzymatique

IIs existent de nombreux agents réducteurs endogenes impliqués dans la défense de
I'organisme contre les DROs (Les espéces réactives de 1’oxygene), les plus importants
étant le glutathion, la bilirubine, I’acide urique, le coenzyme Q, les cestrogenes, la

mélanine, la mélatonine et I’acide lipoique. [95]
» Le Glutathion

Le glutathion est un tri peptide composé de trois acides aminés qui agit comme un
antioxydant en neutralisant les radicaux libres et en régénérant d'autres antioxydants tels

que la vitamine C et la vitamine E. [96]

Les niveaux de glutathion peuvent étre réduits en raison de divers facteurs, tels que le
vieillissement, le stress oxydatif, I'exposition a des toxines environnementales et les

maladies chroniques. [97]

» L’acide urique
Présent sous forme urate a pH physiologique, posséde des propriétés antioxydantes in

vitro contre les HO® et RO>" tout comme la bilirubine, les mélanines et la mélatonine. [98]
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11.2.1.3. Le systéeme antioxydant exogéne non enzymatique

Les antioxydants chimiques exogenes, comprennent principalement les vitamines C

et E, les caroténoides et des composés phénoliques. [99]
» La vitamine C

La vitamine C agit comme un donneur d'électrons, réduisant ainsi les radicaux libres et
les transformant en formes moins réactives [100]. La vitamine C peut régénérer d'autres
antioxydants tels que la vitamine E et le glutathion [101]. Une analyse publiée dans le
British Journal of Nutrition a suggéré que la supplémentation en vitamine C peut réduire
les niveaux de marqueurs de stress oxydatif dans le sang. [102]

Figure 10 : Présentation de plusieurs sources de la vitamine C [103].

» Lavitamine E

La vitamine E est un antioxydant liposoluble qui protége les membranes cellulaires
contre les dommages oxydatifs en piégeant les radicaux libres lipidiques [104]. La
vitamine E peut également régénérer d'autres antioxydants tels que la vitamine C et le
glutathion [105]. La carence en vitamine E peut causer des dommages oxydatifs aux
membranes cellulaires et conduire a des maladies telles que la neuropathie, I'anémie et la
myopathie. [106]

Figure 11 : Présentation de plusieurs sources de la vitamine E [107]
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» Les polyphénols

Les polyphénols sont des composés phytochimiques présents dans une variété de
plantes, qui agissent comme des antioxydants en neutralisant les radicaux libres et en
protégeant les cellules contre les dommages oxydatifs [108]. Ils sont capables de se lier
aux métaux lourds et aux toxines environnementales, ce qui peut aider a réduire leur
absorption dans le corps [109]. Les polyphénols ont également des effets anti-
inflammatoires et peuvent aider a réduire le risque de maladies inflammatoires chroniques
telles que les maladies cardiovasculaires et le cancer [110]. Des études ont montré que ce
type de métabolite secondaire peut améliorer la fonction endothéliale, qui est essentielle
pour la santé cardiovasculaire, et peut également aider a réduire la pression artérielle [111].
Les sources alimentaires des polyphénols comprennent les fruits, les 1égumes, les herbes et

les épices, ainsi que les boissons comme le thé, le café et le vin rouge. [112]

Figure 12 : Présentation de différentes sources des polyphénols [113]

» Les caroténoides

Les caroténoides sont des pigments naturels présents dans une variété de plantes, qui
agissent comme des antioxydants en neutralisant les radicaux libres et en protégeant les
cellules contre les dommages oxydatifs. [114]. Elles ont des effets bénéfiques sur la santé
oculaire, en particulier la lutéine et la zéaxanthine, qui sont présentes dans la rétine de I'ceil
et aident a protéger contre les dommages causés par la lumiére bleue [115]. Les
caroténoides ont également des effets beénéfiques sur la santé cardiovasculaire, en
particulier le béta-carotene, qui peut aider a réduire le risque de maladies cardiovasculaires.
[116]. On peut les trouver dans les fruits et les lIégumes de couleur vive, tels que les
carottes, les épinards, les patates douces, les poivrons rouges, les mangues et les melons
[117]. Les caroténoides doivent étre consommes avec des graisses alimentaires pour étre

absorbés efficacement par le corps. [118]

22



Chapitre 11 Les Activités Biologiques

Figure 13 : Présentation de différentes sources des caroténoides [119]
11.3. Activité antibactérienne
11.3.1. Définition

Désigne toute substance utilisée pour détruire les micro-organismes ou empécher
leur croissance, y compris les agents antibactériens. Ces agents : les antibiotiques sont

utilisés depuis des décennies pour traiter les maladies infectieuses et prévenir l'infection.

Le mode d'action de ces agents contre les bactéries peut étre : Bactériostatique,
lorsqu'un inhibiteur bactériostatique ou biocide : lorsque cette substance détruit

complétement les bactéries [120].
11.3.2. Les antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances chimiques d'origine naturelle ou synthétique
qui ont la capacité d'inhiber la croissance ou de tuer des micro-organismes tels que les
bactéries, ils sont utilisés pour prévenir et traiter les infections bactériennes chez les

humains et les animaux [121].
11.3.3. Les souches bactériennes testées
11.3.3.1. Escherichia coli

Escherichia coli est une bactérie Gram négatif de la famille des Enterobacteriacea
les bacilles ne sont pas enfermés et mobiles par des cils péritriches, elle est positive pour
I'indole et aussi pour le lactose et oxydase négative [122], anaerobie facultatif, 2-4pum de
long et environ 0,6 um de diamétre [123].

E. coli est un résident normal des intestins des humains et des animaux a sang

chaud, cette bactérie joue un role utile dans l'intestin en participant, entre autres, a synthése
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de vitamines. Cependant, certaines souches spécifiques d'E. coli expriment une haute

pathogénicite [124].

Figure 14 : Photo réelle de la souche E. Coli
11.3.3.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus Gram positif, isolé ou regroupé en dicocci ou en grappes avec en
forme de raisin, 0,8 - 1y de diamétre, immobile, non sporulant, résistant aux maladies

antibiotiques staphylococcique, catalase positive et oxydase négative [125].

S. aureus est un appendice de la peau et des muqueuses des humains et des
animaux (nez, gorge, intestins), elle est trouvée sur la muqueuse nasale d'environ un tiers
des sujets normal. Etant éliminée dans le milieu extérieur, cette bactérie peut survivre

longtemps dans environnement, staphylocoque résistant aux antibiotiques [126].

Figure 15 : Photo réelle de la souche S. aureus.
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11.4. Activité antifongique
11.4.1. Définition

L'activité antifongique désigne la capacité d'une substance ou d'un agent a inhiber
la croissance ou a détruire les champignons, il s'agit d'une propriété importante dans la

recherche de traitements efficaces contre les infections fongiques [127].
11.4.2. L’ Antifongique

Les antifongiques sont des substances ou des médicaments utilisés pour prévenir,
traiter ou éliminer les infections fongiques, ils agissent en inhibant la croissance des

champignons responsables de ces infections ou en les tuant directement [128].
11.4.3. La souche fongique testes
11.4.3.1. Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum est commune dans le monde entier, et est la plus commune de
toutes les Fusaria et la plus diversifiée en termes de morphologie, méme dans une forme
spécialisée ou une race [129]. Il peut représenter 70% isolats de fusarium du sol [130], c'est
un saprophyte qui joue un role tres important dans phytopathologie. 1l est responsable de
dégats importants sur de nombreuses cultures, comme que les cultures florales (ceillets,
primeveres), les 1égumes de serre (tomates, melons, concombres), palmeraies, bananeraies,
cotonniers et liniers [131]. L'infection provoque des symptémes de pourriture des racines

et des maladies affectant systeme vasculaire de la plante.

Figure 16 : Photo réelle de la souche F. oxysporum
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I11. Matériel Et Méthodes

Ce chapitre comporte deux parties :

Partie 1 : Extraction du matériel végeétal, analyse phytochimique qualitative
(screening biologique) et quantitatif (dosage des polyphénols totaux et des flavonoides).

Partie 2 : Tests biologiques :

- Evaluation de l'activité antioxydante des extraits obtenus par la méthode ABTS.

- Evaluation de l'activité antibactérienne en utilisant la méthode de diffusion en milieu
gélosé par antibiogramme (méthode des disques) contre deux souches bactériennes
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus).

- Evaluation de I’activité antifongique contre fusarium oxysporum.

Notre travail de recherche a été réalis¢ au sein de 1’Unité de recherche VAREN-
BIOMOL (Université des Freres Mentouri Constantine 1). Notre travail a été en
collaboration avec le laboratoire d’Antifongique, le laboratoire d’Antibactérienne et le
laboratoire de contréle de qualité (Centre de Recherche de Biotechnologie, Université 2
Abdelhamid Mehri) ainsi que le laboratoire de microbiologie de 1I’Université Constantine
1.

111.1. Matériel
111.1.1 Matériel végétal

Le matériel végétal a été cueilli a Oued Djedida (Bechar) dans le sud-ouest de I'Algérie,
latitude : 31 ° 38'5.86 ", longitude : -1 ° 44'43.62".
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Figure 17 : Lieu de la récolte de la plante [132]
111.1.2. Matériels de laboratoire

o Spectrophotometre UV-visible

o Evaporateur rotatif de type Rotavapor

o Etuve

o Bain marie

o Balance analytique

o \Vortex

o Ultrasons

o Agitateur magnétique

o Lampe UV

o Verreries et petits matériels : Entonnoir, Erlenmeyers, Flacons en verre de 250 ml,
Eprouvettes graduées, Tubes a essais, Pipette et micropipette (de 1000ul, de 100ul et de
10ul), Ballon 250 ml, Cuve en verre, microplaques, Plaque CCM, Spatule.

111.1.3. Réactifs
111.1.3.1. Solvants et réactifs

o Ether de pétrolChloroforme
o Acétate d’éthyle

o Meéthanol
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o Ethanol

o Acide chlorhydrique (HCI) concentré

o Magnésium métallique

o Bicarbonate de sodium

o Réactif de Fehling

o FeCl3

o Réactif de Wagner (10g d’iode + 10 g d’iodure de Potassium)
o Lieberman-Burchard (5 ml d’anhydride acétique et 20 ml d’acide sulfurique)
o NaOH

o Sulfate de cuivre (CuSQa)

o Anhydride acétique

o Copeaux de magnésium

o Folin-Ciocalteu (FCR)

o NaxCO3

o Trichloride d’aluminium AICl3

o Solution de diméthyle sulfoxyde DMSO

o Eau distillée

o La gélose Mueller-Hinton.

o Antibiotique

o La gélose dextrosee a la pomme de terre PDA

o Acide2,2'-azinobis 3-ethylbenzo-triazoline-6-sulphonate ABTS
111.1.3.2. Solutions standards utilisées

o Acide Gallique C7H506.
o Quercétine d'hydraté C15H1007.
o BHA et BHT

111.2. Méthodes
111.2.1. Etude phytochimique
111.2.1.1. Analyses spectrales

» La spectrophotométrie UV-visible
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Le spectre UV est un graphique qui montre comment une substance absorbe ou
transmet la lumiere ultraviolette a différentes longueurs d'onde. Il permet d'analyser les
interactions entre la lumiére et les molécules, ainsi que de détecter la présence ou de

mesurer la concentration de certains composés [133].
111.2.1.2. Analyses chromatographiques
» Chromatographie sur Couche Mince

Pour avoir une idée de la composition chimique de notre extrait, nous avons
effectué¢ un criblage phytochimique par CCM. C'est une technique d’analytique utilisée
dans la séparation et I'identification des métabolites. Elle est principalement basée sur le
phénomene d'adsorption et s'applique aux molécules biologiques pures, aux extraits et aux
échantillons. La séparation est accomplie en déplacant des molécules a travers la phase

stationnaire dans un solvant ou un mélange de solvants appropriés (phase mobile) [134].
I11.2.1.3. Méthodes d’extractions
111.2.1.3.1. Extraction de la plante

On a coupé notre plante et on 1’a broyé a 1’aide d’un broyeur jusqu’a 1’obtention
d’une poudre fine (500g) pour la préparation des extraits alcooliques. On a effectué des
extractions solide-liquide successive avec des solvants de polarité croissante. A chaque
extraction on a mis la poudre de plante en contact avec le solvant dans un bocal en verre
bien fermé, on a effectué une extraction par bain a ultrasons a température ambiante
pendant 30 minutes. Cette technique a été développée par les enseignants de I’Unité de

recherche VAREN-BIOMOL.

On a commencé I’extraction par 1’éther de pétrole (750ml), cette étape a pour but
d’¢éliminer la chlorophylle. On a continué avec le chloroforme (250 ml, 3 fois) dont le but
est d’extraire les molécules apolaires tels que les alcaloides et les terpenes, par la suite on a
utilisé 1’acétate d’éthyle (250 ml, 3 fois) pour extraire les acides phénoliques et les
flavonoides aglycones et mono-glycosides, a la fin on a terminé notre extraction par le
méthanol (300 ml, 4 fois) pour avoir les flavonoides glycosylés. On a effectué plusieurs
répétions pour avoir le maximum de métabolites secondaires. On a récupéré chaque extrait
alcoolique seul apres filtration du mélange a 1’aide d’un papier filtre N°01. Par la suite on a

effectué¢ une évaporation a sec des phases organiques a 1’aide de la rotavap, ce qui nous a
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permis d’avoir les masses suivantes : 0,1303 g pour I’extrait éther de pétrole ; 1,3279 g
d’extrait chloroformique ; 7,382 g pour I’extrait AcOEt et 5,7039 g pour D’extrait
méthanolique. Donc on a récupéré 4 extraits a la fin de ce processus : 1’éther de pétrole, le

chloroforme, 1’acétate d’éthyle et le méthanol. Le schéma suivant montre notre processus

d’extraction solide-liquide :

Couper la Effectuer une
plante en WA Mettre la poudre de extraction par
petits Brové i I'aide d’un L’obtenir d’une plante en contact oa
\ bain a ultrasons
siGrciig s poudre fine avec le solvant dans i température
un hocal en verre amElania

bien fermé

!

Récupérer a la fin
4 extraits

Extrait
Extrait acétate
meéthanol d'éthyle chloroforme

Extrait Extrait éther de
pétrole

Figure 18 : Les étapes qu’on a effectuées pour 1’extraction de la plante.
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Récolte de 1a matiére végétale
500¢

Coupée,
i ) Poudre fine
nettoyée et broyée

Macération
Filtration

Evaporation

Screening et tests CCM Activité antioxydante
Dosage des flavonoides Activité antibactérienne

Dosage des polyphénols Activité antifongique

Figure 19 : Protocole expérimentale phytochimique et pharmacologique de la plante.
111.2.1.4. Le Screening phytochimique

C’est un ensemble des méthodes et des techniques de préparation et d'analyse des
substances naturelles de la plante. Le but final de I'étude des plantes médicinales est
souvent d'isoler un ou plusieurs constituants responsables de I'activité de la plante. De ce
point de vue, les techniques générales de screening chimique peuvent étre d'un grand
secours. Ces techniques permettent de déceler, la présence des produits appartenant a des
classes de composeés physiologiquement actifs notamment les huiles essentielles, les stérols
et triterpénes, les caroténoides, les alcaloides, les coumarines, les flavones aglycones, les
stéroides, les flavones glycosides, les tannins et les saponosides. Le nombre de ces classes
est important et il ne peut étre vérifi¢ la présence de chacune qu’avec le screening

chimique [135].
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> Test des flavonoides

On a mélange quelques milligrammes de chaque extrait dissout / dans 1 ml d'éthanol
95% avec quelques gouttes de l'acide chlorhydrique (HC1) concentré et 0,5 g du
Magnésium métallique. On a laissé agir pendant 2 a 3 minutes. L'apparition d'une couleur
rose ou magenta indique la présence des flavonoides [136]. (Avec modification).

» Test des saponosides

On a dissous quelques milligrammes de chaque extrait dans 1 ml d'eau et quelques
milligrammes de bicarbonate de sodium placés dans un tube a essai, on a agité
vigoureusement, et on a laissé reposer le tube pendant 10 minutes, la persistance de mousse

aprés 10 minutes indique la présence des saponosides [137]. (Avec modification).
» Test des sucres

D'une maniére générale, le terme sucre est souvent utilisé pour désigner les et
glucides ; par exemple, le glucose est qualifié de « sucre simple » et I'amidon de « sucre
complexe ». Dans un tube a essai, on a ajouté 1 ml du réactif de Fehling a 1 ml de I'extrait
dissout dans 1 ml de Méthanol. On a incubé le mélange pendant 8 minutes dans un bain
marie bouillant. L'apparition d'un précipité rouge brique indique la présence des sucres
[138]. (Avec modification).

» Test des tanins

On a ajouté a 1 ml de chaque filtrat, quelque goutte de solution de FeCl diluée a 5%
dans I'éthanol 90%. L'apparition d'une coloration verte indique la présence des tanins
[139]. (Avec modification).

» Test des alcaloides

Les alcaloides ont été caractérisés a partir des réactifs de Wagner. On a mis quelques
milligrammes de chaque extrait dans 5 ml de HCI (1,5%), puis on a filtré. On a utilisé le
filtrat pour la détection des alcaloides. Le Réactif de Wagner (on a dissout 1,78 d/iode + 2
g d'iodure de Potassium dans 5 ml d’eau et on a complété avec de I'eau jusqu'a 100 ml de
solution). On a ajouré quelques millilitres de ce réactif au filtrat. L'apparition d'un précipité

brun indique la présence des alcaloides [140]. (Avec modification).
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» Test des terpenes

La mise en évidence des terpénes est fondée selon la réaction de Lieberman-Burchard.
On a additionné a chaque extrait 0,5 ml chloroforme et 0,5ml d’anhydride acétique, apres
dissolution, on a transféré les solutions dans des tubes a essai auxquels on a ajouté 1 ml
d'acide sulfurique concentré. La réaction est effectuée a froid. La formation d'un anneau
rouge brunatre ou violet, avec coloration de la couche du surnageant de vert ou de violet,

traduit la présence des terpénes [141]. (Avec modification).
> Test des stérols (test de Salkowski)

La détection des stérols est fondée selon la réaction de Salkowski, On a additionné
quelques milligrammes de chaque extrait a 2 ml de Chloroforme et 2 ml d'acide
sulfurique(H2SO4) concentré. On a secoué le mélange et on a laissé reposer pendant
quelques minutes. L'apparition de la couleur rouge dans la couche chloroforme indique la
présence des stérols [142]. (Avec modification).

» Test des anthraquinones

On a dissous quelques milligrammes de chaque extrait dans 1 ml de mélange éther de
pétrole/chloroforme (1:1, v/v). On a traité la solution obtenue avec 1 ml de soude NaOH
(10%). L'apparition de la couleur rouge indique la présence des anthraquinones [143].

(Avec modification).
» Test des protéines

On a mis quelques mg d'extrait dans l'eau et on a ajouté 1ml de sulfate de cuivre
(CuSOQy4) 4%, si la couleur violet clair a rose apparait cela indique la présence de protéine
[144]. (Avec modification).

111.2.1.5. Dosage
v Dosage des polyphénols

La détermination des composés phénoliques a été réalisée par le Folin— Ciocalteu
[145]. Ce reactif est un acide jaune constitué d'un mélange d'acide phosphotungstique
(H3sPW12040) et phosphomolybdique (HsPMo012040). 1l est réduit, lors de I'oxydation du

phénol, en mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdene [146]. Le pic
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d'absorption a 760 nm est proportionnel a la quantité des polyphénols présents dans les

extraits de la plante [147].

e Les extraits : On a prépareé trois solutions de 1mg/ml (le solvant de dissolution
MeOH/eau) comme suit :

1- On a pesé 1mg de chaque extrait (CHCL3, AcOEt et MeOH).

2- A D’aide de la micropipette on a prélevé 500 uL. de MeOH + 500 pL d’eau et la mettre
dans chaque tube.

3- On a fermé les tubes avec leurs bouchons et on a bien agité les solutions.

e L’acide gallique : On a préparé une gamme de concentration (le solvant de dissolution
MeOH/eau) comme suit : 20/90/150/210/270/300/500 pg/ml.

e Les Blancs

Le blanc négatif Eau/MeOH (Iml/1ml).

Le blanc positif Eau/MeOH + FCR + NaCOsa.

e Lasolution de Na2COs (20 %) : On a dissous 3,75 de Na>COs3 dans 50 ml d’H:O.

e Lasolution de FCR (1N) : On a mis 6 ml de FCR dans 60 ml d’H:O.

e Le protocol
v’ L’acide gallique :
L’acide gallique
300 pl de chaque concentration + 1500 pl de FCR

Repos 10 minutes

Rajouter a chaque tube 1200 pl de Na;CO4

Incubation pendant 30 minutes a T° ambiante et en
obscurité

Lecture a I'UV 760 nm

Figure 20 : Protocole de la préparation d’acide gallique
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v’ Les extraits :

Extraits
300 pl de chaque extrait +1500 pl de FCR

Repos 10 mimnutes

Rajouter a chaque tube 1200 pl de Na;CO;

Incubation pendant 30 minutes a T°=ambiante et en obscurité

Lecture 4 I'UV 760 nm

Figure 21 : Protocole de la préparation des extraits

v'Dosage des flavonoides

Détermination des flavonoides par la méthode du trichlorure d'aluminium (AICIs)
[148]. Cette méthode est utilisée pour quantifier les flavonoides dans les extraits de plante.
L’AICI3 forme un complexe jaune avec les flavonoides, qui sera absorbé dans le visible a
430 nm.

e Les extraits: La méme méthode qu’on a utilisée auparavant dans le dosage des

polyphénols.

e La Quercetine : On a préparé une gamme de concentration (le solvant de dissolution
MeOH/eau) comme suit : 12/36/60/84/108/120/300 pg/ml.

e Les blancs
Le blanc négatif Eau/MeOH (Iml/1ml).
Le blanc positif Eau/MeOH + AICls.

e La solution d’AlCls (2 %) : On a dissous 1mg d’AlCI3 dans 50 ml d’H>2O.
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Quercétine

1ml de chaque concentration + 1ml d*AlCl;

Agitation

Incuber 10 minutes 2 T® ambiante

Lecture a2 I'UV 430 nm

Figure 22 : Protocole de la préparation de la quercétine

Extraits

1ml de chaque extrait + 1ml d°AlICI3

Agitation

Incuber 10 minutes 4 T° ambiante

Lecture 2 I'UWV 430 nm

Figure 23 : Protocole de la préparation d’extraits.

111.2.2. Etude biologique
111.2.2.1. Activité antioxydante

Les mesures des activités biologiques ont été effectuées au laboratoire de Controle
de Qualité du CRBt de Constantine en utilisant un lecteur de microplaques a 96 puits de la
marque Perkin Elmer (USA), équipé de son logiciel EnSpire. Pour ce test, on a utilisé la

méthode de piégeage de radical de I’ABTS.
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Le test de piégeage du radical ABTS
v'Principe

Cette méthode repose sur le transfert de protons et la capacité des composes a capturer
le radical-cationique = ABTS®*" (lacide 2,2’-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique), Ces composés présentent un spectre d'absorption dans la région visible, avec
un pic dabsorption a 734 nm. Lorsqu'il réagit avec le persulfate de potassium (K2S20g),
I'ABTS forme le radical chromophore ABTS®", qui présente une couleur bleue a verte.
L'ajout d'un antioxydant réduit ce radical, provoquant ainsi la décoloration du mélange par

transfert d'électrons pour rétablir I'ABTS incolore [149] (Figure 24).

08, B0y
—— .
C————CIT
\ s
‘CaHs HsCz

ABTSH

Figure 24 : Capture du radical ABTS®" par un antioxydant a donneur d’hydrogéne [150)].

v'Mode opératoire et procédure
Le radical ABTS™ est généré par l'oxydation de ’ABTS en présence de persulfate de

potassium (K2S20g). [151].

Tableau 6 : La composition et la quantité nécessaire du réactif (ABTS)

Réactifs Compostions Quantités
ABTS 19,2 mg
P HZO 5 ml
ABTS™(TmM) 105,06 (2,45mM) 3,3 ml
H20 5mi
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On a conservé le mélange réactionnel a l'obscurité et a température ambiante
pendant 16 heures. Ensuite, on a ajouté 160 pl de la solution d'ABTS"" obtenue a 40 pl de

différentes concentrations des extraits de plante.

Pour I’extrait, on a dissous 1 milligramme d’extrait dans un volume de 1 ml de
DMSO et on a fait sept dilutions pour les extraits AcOEt et CHCIz (4mg/ml, 2mg/ml,
Img/ml, 0,5ml/mg, 0,25mg/ml, 0,125mg/ml et 0,0625mg/ml). Concernant 1’extrait
méthanolique, on a fait quatorze dilutions (0,5mg/ml, 0,25mg/ml, 0,125mg/ml,
0,0625mg/ml, 0,0325mg/ml, 0,0156mg/ml et 0,007 mg/ml) car il est trés riche en
flavonoides et acides phénoliques qui ont un caractére antioxydant trés puissant. On a fait
une incubation de 10 minutes, et on a mesuré lI'absorbance a une longueur d'onde de 734
nm (Cela a été apres un test préliminaire pour I’extrait MeOH). On a utilisé le DMSO
comme controle négatif. On a réalisé le méme protocole des extraits, ¢a veut dire qu’au
lieu de mettre I’extrait on a mis du DMSO. On a utilis¢é comme contrble positif un
antioxydant standard, le BHA et le BHT.

Tableau 7 : La composition et la quantité nécessaire de réactifs (BHA, BHT)

Réactifs Compostions Quantités

BHA 0,5 mg
BHA DMSO 1ml

BHT 0,5 mg
BHT DMSO 1ml

On a mesuré l'absorbance de cette solution dans les mémes conditions que les
échantillons, pour chaque concentration. On a effectué trois répétitions pour chaque

mesure pour assurer la précision et la reproductibilité des résultats.
v'Le pourcentage d’inhibition

On a mesuré la décroissance de l'absorbance a l'aide d'un spectrophotométre, puis on a

calculé le pourcentage d'inhibition (% PI) en utilisant la formule suivante :
1% = [(AC-AT) / AC] *100
AC : Absorbance du controle ; AT : Absorbance du test effectué.

L'ICso correspond a la quantité d'antioxydant requise pour réduire de 50% la

quantité initiale d’ABTS. L'ICsp est exprimée en pg/ml d'extrait végétal, on I’a calculé a
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partir de I'équation de la droite moyenne du pourcentage d’ ABTS résiduel en fonction de la
concentration d'antioxydant. L’extrait le plus fort en activité anti radicalaire est celle qui

présente la valeur la plus basse d'ICso.
111.2.2.2. Activité antibactérienne

On a préparé une gamme de concentration des extraits CHCIs, AcOEt et MeOH
comme suit: [0,25;0,5;1; 2; 4; 50 ; 100 ; 150] mg/ml, le solvant de dilution a été le
DMSO (un solvant inerte).

Le test de susceptibilité a été effectue selon la méthode de diffusion des disques
[152] [153] [154].

e Souches de test

On a choisi de travailler sur 2 espéces pathogénes qui sont : le Staphylococcus aureus
ATCC 25923 et Escherichia coli ATCC 25922 (bactéries a gram négatif et positif).

e Repiquage des especes bactériennes

Dans des conditions stériles, on a prélevé une colonie isolée et représentative de la
souche a I’aide d’une pipette pasteur stérile ou d’un ensemenceur. Par la suite on I’a étalé
en stries sur une nouvelle boite de milieu de culture, on les a cultivés apres dans I'étuve a
37°C pendant 24h. Si les nouvelles cultures obtenues sont représentatives de celle recues

initialement, il est possible de les utiliser pour la préparation de I'inoculum.

e Préparation des milieux de culture

On a coulé le milieu de culture gélosé (Muller Hinton) en fusion dans les boites de
Pétri de facon a obtenir une épaisseur de 3 mm pour les boites d’un diamétre de 90 mm.
On a laissé refroidir et solidifier le milieu gélosé en placant les boites avec les couvercles

en place sur une surface fraiche et horizontale ou sous une hotte a flux laminaire.

e Ensemencement par écouvillonnage

Selon la méthode de Kirby-Bauer, a partir de I'inoculum standardisé pour ensemencer

la bofte :

o On a plongé un écouvillon stérile, non toxique dans la suspension.
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o On I’a essoré doucement sur les parois.
o On a ensemencé la boite a I'aide de I'écouvillon afin d'obtenir une culture de colonies

Confluentes.

e Préparation des disques

On a préparé des disques de 6 mm de diametre par de papier wattman N°3. On les a
mis dans un autoclave pendant 20 minutes a 120°C. On a imprégné ces disques stériles
imbibés de concentrations croissantes d’extraits (150; 100; 50; 4; 2; 1; 0,75; 0,5;
0,25 mg/ml), a I’aide d’une pince, sur la surface du milieu gélose Miller Hinlton. On a

incubé les boites de Pétri pendant 24 heures a 37°C.

On a déterminé 1’activité antibactérienne de nos extraits en mesurant a 1’aide d’une
régle le diametre de la zone d’inhibition et on I’a comparé avec celle de DMSO comme

contréle négatif et d'un antibiotique comme contr6le positif. (Figure 25)

Figure 25 : Les différentes étapes qu’on a effectuées pour le test de 1’activité
antibactérienne.

111.2.2.3. Activité antifongique

v'La méme gamme de concentrations utilisées auparavant dans 1’activité antibactérienne.

v'On a effectué les mémes étapes précédentes avec des souches fongiques. On a choisi de
travailler avec la souche de Fusarium oxysporum. On a utilisé le milieu de culture
PDA qui est une gelose dextrosée a la pomme de terre (en abrégé « PDA », pour Potato
dextrose agar), c’est un milieu de culture microbiologique courant produit a base
d’infusion de pomme de terre et de dextrose, ce milieu est favorable pour la croissance

des champignons phyto — pathogenes).
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v'On a réactivé la souche pendant 7 jours a une température de 28°C avant le test.

v’ Avant l'utilisation de la gélose, on I’a liquéfié (fondre) dans un four & microonde pendant
30 min, puis on a coulé le milieu dans des boites de Pétri.

v'On a déterminé I'inhibition de la croissance mycélienne par la méthode des disques de 5
mm de diamétre stérilisés, ces disques de jeune colonie de culture de la souche, et on les a
placés au centre de la boite Pétri sur PDA en utilisant le dessous stérile de la pipette
pasteur.

» A I’aide d’une micropipette on a mis 40 pl/ml de chaque concentration d'extraits sur le
disque, avec le DMSO comme contrdle négatif.

» On aincubé les boites a température ambiante pendant 48h.

» On a déterminé 1’activité antifongique en mesurant a I’aide de la régle le diameétre de la

zone d’inhibition et on 1’a comparé avec celle du controle négatif [155]. (Figure 26).

Figure 26 : Les différentes étapes de préparation de ’activité antifongique
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1VV.1. Introduction

Dans cette partie du manuscrit, on va étudier les résultats obtenus des tests qu’on a
effectués sur les extraits de notre plante. On a obtenu ces extraits par la méthode des
ultrasons citée dans le chapitre précédant. On va montrer le rendement obtenu a travers

cette technique d’extraction. Par la suite on va montrer les résultats des tests biologiques.
IVV.2. Rendement de I’extraction

Ce rendement concerne 1’extrait sec qui est obtenu aprés évaporation du solvant.
L’objectif de cette opération est de montrer si cette technique donne une bonne quantité en

matiére de 1’extrait. On a calculé ce rendement selon la formule suivante :

R % = (PEB/PMV) x 100

R : Rendement en %.

PEB : Poids de I’extrait brut (g).

PMV : Poids de matiere végétale (g) [156].

Les résultats de cette opération sont présentés dans le Tableau 8 :

Tableau 8 : Les résultats de rendement des extraits qu’on a obtenu par extraction aux

ultrasons.
Materiel végétal Extraits Poids des extraits (g) Rendement %
Ether de pétrole 0,1303 g 0,026%
Chloroforme 1,3279¢ 0,260%
500 ¢
Acétate d’éthyle 7,382 ¢ 1,46%
Méthanol 5,7039 g 1,14%

Les résultats qu’on a obtenus, ont montré que le rendement des extraits se differe d’un

extrait a I’autre. On distingue que 1’extrait AcOEt présente le rendement le plus élevé avec
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1,46%, suivi par I’extrait MeOH de 1,14%, par la suite le CHCI3 avec 0,26%, et enfin
I’extrait éther de pétrole qui a présenté le rendement le plus faible avec 0,03%. On va

présenter ces résultats dans la Figure 27.

1,60%
1,40%
1,20%

= 1,00%

S

0]

= 0,80%

2 0,60%

L

X 0,40%
0
0,20% 0,03% .
0,00%
L’éther de Chloroforme L’acétate Méthanol
pétrole d’éthyle
LES EXTRAITS ALCOOLIQUE

Figure 27 : Rendements calculé des extraits de notre plante.

On peut dire que les solvants polaires donnent un meilleur rendement gue les solvants
apolaires, puisque les solvants polaires ont la capacité de se diffuser a I’intérieur de la
poudre végétale, pour accéder a la matrice végétale et récupérer autant de métabolites que
possible. Alors que les solvants apolaires non miscibles avec 1'eau, n’ont pas une grande
capacité a extraire Ces molécules. Cela s’explique par la présence d'eau dans les tissus

végétaux qui les empéche a faire dissoudre ces métabolites secondaires [157].
IVV.3. Description des profils chromatographiques par CCM

Pour l'analyse qualitative de nos extraits CHCls, AcOEt et MeOH de la plante
Cistaceae. On a utilisé la chromatographie sur couche mince (CCM). C'est l'une des
méthodes classiques de séparation et de purification des molécules a partir d’un extrait de

plante ; cette technique est assez simple a faire, peu couteuse et disponible au laboratoire.

On a utilisé un systéeme d'élution de polarité différente qui est le CHCI3/AcOEt (9,5:0,5).

On a choisi ce systeme apres plusieurs tests, il nous a donné le meilleur résultat en matiére
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de séparation des taches. Les résultats qu’on a obtenus sont présentés dans les figures
(Figure 28, Figure 29) :

Tache en Bleu: Acide phénolique

Figure 28 : Révélation de la plague CCM des extraits CHCIl3, AcOEt et MeOH sous
lampe UV 365 nm

Tache en Bleu: Acide phénolique

Figure 29 : Résultat de la CCM des extraits apres révélation par 1’anis-aldéhyde.

Aprés révélation par la lampe UV 365 nm, on remarque la présence de plusieurs taches
dans les trois extraits, cela confirme la présence de plusieurs métabolites secondaires dans

nos extraits.
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On remarque qu’il y a pas mal de taches qui ont le méme Rf (la distance entre le point
d’injection et la fin de 1’¢lution), cela s’explique par la ressemblance de la composition

chimique entre les trois extraits.

On remarque la présence d’une tache en rouge dans les trois extraits, cette couleur

indigque la présence de la chlorophylle qui est souvent présente dans les plantes.

On observe également la présence d’une tache en bleu dans les trois extraits, cette
couleur indique probablement la présence des acides phénoliques. On confirme cette
hypothése par la révélation de la plaque par 1’anis-aldéhyde. Une couleur bleu foncé est

apparait apres cette opération ce qui confirme la présence des acides phénoliques.

IV.4. Analyse phytochimique qualitative : Screening phytochimique

Ce test est préliminaire, il va nous donner une idee générale sur la composition chimique
de nos extraits. Les résultats qu’on a obtenus sont illustrés dans le tableau 9, sachant que :

- : Test négatif
+ : Test faiblement positif
++ : Test moyennement positif

+++ : Test fortement positif
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Tableau 9 : Les résultats obtenus du screening phytochimique de la plante des

Cistaceae
Meétabolites | Observation Resulta,ts Resulta,ts Resulta,ts Resulta,ts Observations
O attendu observeés observeés observés | observés obtenue
CeH14 CHCIs AcOEt MeOH
Test des L apparition ﬁ
.. d’une couleur - - + ++
flavonoides magenta ll b
Test des Léne hauteur
saponosides € mousse i
persistante i i et i .
L’apparition J‘
Test des , L !
d’un précipite - - + ++ :
sucres . ‘
rouge brique I ‘
[T .
Test des L’apparition
tanins d’unc_e it t i i ls
coloration
verte |
L’apparition -
Test des ; pp, D
N d’un précipité - ++ - -
alcaloides
brun
g La formation
TeSt\ €s d’un anneau ]
terpenes rouge - + - -
brunatre
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Tableau 10 : Les résultats obtenus du screening phytochimique de la plante des Cistaceae

(la suite du tableau 9)

, . . Résultat | Résultat | Résultat | Résultat | Observations
Métabolites Observation , , , ,
secondaires attendue observé | observé | observé | observé obtenue
CeH14 CHCIs AcOEt MeOH
L’apparition
Test des stérols | de la couleur - ++ + -
rouge
Test des L’apparition k
. de la couleur - + + - |
anthraquinones N
rouge ‘
L’absence de A |
Test des la couleur i i i ] 4
protéines violet clair et
le rose g

Les résultats de screening qu’on a obtenus indiquent que les extraits de notre plante

sont riches en métabolites secondaires de différentes classes tel que : les flavonoides, les
saponosides, les sucres, les tanins, les alcaloides, les terpénes, les stérols et les

anthraquinones. On remarque une absence totale des protéines dans cette plante.

IV.5. Analyse phytochimique quantitative : le dosage des polyphénols totaux et des
flavonoides

IV.5. 1.Teneur en polyphénols totaux

Pour la détermination de la teneur en polyphénols totaux de nos extraits, on a utilisé
la méthode de Folin-Ciocalteu. Une coloration bleue est obtenue, cette coloration varie en

fonction de la concentration de 1’extrait de la plante en composé phénolique.

La courbe d’étalonnage établie a 1’aide de différente concentration de I’acide
gallique, nous a permis d’estimer la teneur en composés phénoliques a I’aide de 1’équation
de la regression linéaire. La quantité en polyphénols de chaque extrait (Figure 31) a ete

calculé a I’aide de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique (Figure 30), elle est exprimée
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en équivalent microgramme d'équivalent acide gallique par milligramme de matiére séche

(ug EAG/mg de PS) et déterminé par 1’équation de type y = ax + b (R2=0,9852)

Dosage des polyphénols
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Figure 30 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique
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Figure 31 : Teneur en polyphénols totaux des trois extraits étudiés

D’aprés nos résultats (Figure 31), on distingue que les teneurs en composes

phénoliques varient considerablement entre les extraits étudiés.

D’aprés I’hystogramme, 1’extrait MeOH présente la teneur en polyphénols totaux la
plus élevee avec 282,4 pg EAG/mg de PS suivie par I’extrait AcOEt avec 213,76 ug
EAG/mg de PS et enfin I’extrait CHClz qui présente la teneur la plus faible avec 64,76 ug
EAG/mg de PS.
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Ces résultats peuvent etre expliqués par la polarité des solvants utilisés (MeOH et
AcOEt), car les polyphénols sont des molécules polaires et cela aide a les faire dissoudre
par ces deux solvants polaires également. On confirme cette hypothese en voyant le taux
en polyphénols moyennement faible par rapport aux deux autres extraits dans 1’extrait
CHCI3 (le CHCIs est un solvant peu polaire). Donc on deduit que la teneur en polyphénols

totaux dans les extraits dépend de la polarité du solvant utilisé dans 1’extraction [158].
IVV.5.2. Teneurs en flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d‘aluminium
(AICI3) en utilisant la quercetine comme étalon. La teneur en flavonoides de chaque extrait
(Figure 33) a été calculée a partir de la courbe d’étalonnage (Figure 32) établie a 1’aide de
différentes concentrations de quercétine, exprimée en microgramme d'équivalent de
quercétine par milligramme de matiére végétale séche (ug EQ/mg de PS), et déterminée
par 1’équation de type : y = ax + b, sachant que R2 = 0,9675.

Dosage des flavonoides
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c y=1,6964x+2,2831
: R?=0,9675
o 1
wv
]
< o5

0

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 03 038

la concentration de la quercétine en mg/ml

Figure 32 : Courbe d‘étalonnage de la quercétine
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Teneur en flavonoides totaux
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Figure 33 : Teneur en flavonoides totaux des trois extraits étudiés

Les résultats qu’on a obtenus (Figure 33), montrent que 1’extrait MeOH présente la
teneur en flavonoides la plus élevée avec 853,01 ugEQ/mgPS par rapport aux deux autres
extraits CHCIs et AcOEt (531,7 et 631,03 ugEQ/mgPS respectivemennt).

Ces résultats indiquent que les teneurs en flavonoides totaux varient
considérablement en fonctions du solvant d’extraction de 1’échantillon. Ces résultats

confirment les résultats qu’on a obtenus dans le dosage des polyphénols totaux.

La concentration des flavonoides dans les extraits de la plante est liée a la solubilité
qui dépend non seulement de la polarité du solvant d'extraction mais aussi du nombre et de
la position des groupements hydroxyles libres, au poids moléculaire et de la glycosylation
[159].

IVV.5.3. Activité antioxydante

Pour estimer l'activité antioxydante de nos trois extraits CHClz, AcOEt et MeOH,
on s'est basé sur le test ABTS, qui est un test tres connu dans la détermination de cette
activité. Cette derniere est exprimée en ICso qui est une valeur qui exprime la concentration

de I'extrait nécessaire pour diminuer l'absorbance de I’ABTS de 50 %.

L’ICso est déterminée graphiquement a partir de la courbe d’étalonnage (équation
de la régression linéaire. L’efficacité est estimée a partir de I’activité de BHA et de BHT
comme références standards. L’extrait qui aura 1’ICso la plus faible sera 1’extrait le plus

actif.
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Dans ce test (piégeage du radical cation ABTS™), I’antioxydant réagit avec
I’ABTS™ de couleur bleu/vert par transfert d’électrons pour redonner ’ABTSH" incolore.
Cette transformation a été suivie par la mesure de I’absorbance et la détermination de la
concentration inhibitrice des différents extraits en comparaison avec les standards BHA et
BHT. Les résultats obtenus sont illustrés ci-dessous (Figure 34) :
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Figure 34 : La plaque de dosage de l'activité du piégeage du radical cation ABTS™

des trois extraits
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Figure 35 : La plaque de dosage de l'activité du piégeage du radical cation ABTS™" de
I’extrait méthanolique
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Analyse de pourcentage d’inhibition (ICso) de ’ABTS

Extraits <Analyse de % d’Inhibition de ’ABTS
1Cso
6,25ug 12,5 g 25 g 50 pg 100 ug 200 g 400 pg ug/mL
22,33 2085 4464 9368 o140 (oot 0002 o130
CHCIs + + + + + - _ _
1,98 0,35 221 062 076 3,94 2,711 0,70
Saturation =~ Saturation
12,18 3281 5492 7910 8193 >3 222
AcOEt + + + + + . - -
1,63 4,51 280 366 081 13,12 17,69 1,38
Saturation = Saturation
0781251g 156251 312549 625pg 1250pug 25 g 50 ug u;?r;f’l_
10,84 20,38 30,26 54,58 79,24 91,27 11,42
MeOH - + + + + + + +
5,64 3,35 1,12 3,23 2,80 0,91 0,70
standard  3,125pg  6,25pg 1254 25ug 50 pg 100 pg 200 g u:]c/:r;()L
59,22 78,55 90,36 92,18 93,37 94,87 96,68 1,29
BHT + * + + + * + +
0,59 3,43 0,00 1,27 0,86 0,87 0,39 0,30
83,42 93,52 93,58 93,63 93,63 94,20 95,39 1,81
BHA + + + + + + + +
4,09 0,09 0,09 0,16 0,95 0,90 2,62 0,10

Tableau 11 : Analyse de % d’Inhibition de I’ABTS
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Figure36 : Les Valeurs des ICso de piégeage du radical ABTS™" des trois extraits avec les
standards
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Les résultats dans la Figure 36 montre que ’extrait MeOH présente la plus forte
activité de piégeage de radical libre ABTS™ avec la valeur la plus faible d’ICso
(11,42+0,70 pg/ml), c’est une valeur tres proche de celles des standards BHA (1,81+0,10
pg/ml) et le BHT (1,29+0,30 pg/ml). Les deux autres extraits ACOEt et CHCI3 présentent
une activité plus au moins faible par rapport a 1’extrait MeOH avec une 1Csg de 43,60+1,38

et 51,36x0,70 pg/ml respectivement.

On confirme nos résultats par des travaux antérieurs portés sur le test antiradicalaire
de huit espéces du genre Helianthemum (de la famille des Cistaceae) ; leurs résultats
montrent que 1’extrait méthanolique présente également une activité antiradicalaire élevée.
On distingue aussi que notre extrait montre une activité nettement supérieure a celle

obtenus avec ces huit genres testés (ICso oscillant entre 18,11 et 102,15 pg/ml) [160].

On distingue que I’extrait MeOH a fortement réduit le radical ABTS"", cela est d0i a
sa forte teneur en flavonoides (Figure33) et en composés phénoliques totaux (Figure31).

Ces résultats complétent et confirment les résultats du dosage obtenus précédement.

Plusieurs études antérieures ont montré la relation entre la structure des flavonoides
et des polyphénols et I’activité de piégeage des radicaux libres. Cette activité dépend du
cycle aromatique et la conjugaison entre ce cycle et la double liaison dans la structure des
polyphénols ainsi que le nombre et la position du groupement hydroxyles sur le cycle

aromatique des flavonoides [161]. Cela explique les résultats qu’on a obtenus.
IV.6. Activité antibactérienne

On a utilisé la méthode de diffusion en milieu gélosé pour 1’évaluation de l'activité
antibactérienne de nos trois extraits CHClz, AcOEt et MeOH (le solvant de dilution est le
DMSO0), on a utilisé l'antibiogramme (méthode des disques) contre deux souches
bactériennes (Escherichia coli (E. coli)) et (Staphylococcus aureus). Cette méthode
implique la préparation de disques en papier imbibés de I'extrait, qui sont ensuite placés sur
une plaque de culture bactérienne. On a évalué l'activité des extraits en observant

I'apparition d'une zone d'inhibition de croissance bactérienne autour du disque.

On a utilisé la Pénicilline et SFB (sélénite acide sodium) comme des antibiotiques
de référence pour comparer l'activité antibactérienne des extraits (témoin positif). L'effet
de nos antibiotiques permet d'établir une référence quant a l'inhibition de la croissance

bactérienne.
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On a utilisé le diméthylsulfoxyde (DMSQO) comme témoin négatif, c'est-a-dire pour

évaluer I'absence d'effet antibactérien de cette substance sur les souches testées.

Apres 24 heures d’incubation, les diamétres des zones d’inhibitions obtenus avec
les différents extraits sont regroupés dans les tableaux 12 13 et 14. Ces résultats
représentent la moyenne de deux mesures. L'effet bactériostatique se manifeste par la
formation d'une zone d'inhibition autour du disque de papier contenant I'extrait étudié. Le
diamétre de la zone d'inhibition varie d'une bactérie a une autre ainsi que d'un extrait a un
autre. Comme rapporté dans la littérature, les zones d'inhibition supérieures a 10 mm sont
considérées comme un test positif [162] et une action est dite bactériostatique si son

diamétre d’inhibition est supérieur a 12 mm [163].

Tableau 12 : Résultats de ’activité antimicrobienne des extraits sur la souche
E. coli.

Zone 2L 2o Zones
Concentration e er e d’inhibition  d’inhibition g 1 elses
d’inhibitions e atrs d’inhibition
(mg/ml) DMSO Pénicilline
(mm)
(mm) (mm)

Extraits

obtenue

0,25
0,50
CHCI3 1
2
4

OO OOoOOo
o
w

0,25
0,50
AcOEt 1

OO OOOo
(@)
w

0,25
0,50
MeOH 1

OO OOOo
(@)
w

Tableau 13 : Résultats de 1’activité antimicrobienne des extraits sur la souche
E. coli (la suite)
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Zone Zone
Concentration | ,. Zgnfa . d’inhibition | d’inhibition ’.Zo.ngs.
Extraits (mg/ml) d’inhibition DMSO SDF d’inhibition
(mm) obtenue
(mm) (mm)
50 10
CHCls 100 11 0 5
150 12,50
50 11,50
AcOEt 100 12 0 5
150 13
50 12
MeOH 100 13 0 5
150 15

58




Chapitre IV Résultats et Discussions

Tableau 14 : Résultats de 1’activité antimicrobienne des extraits sur la souche
S.aureus.

50 7

100 8 0 4
150 9

50 9

100 9,2 0 4
150 9,5

50 11

100 12 0 4
150 16

Notre travail a été en deux parties comme suit :

- On a réalisé la 1°° partie au Laboratoire de Microbiologie au CRBT, on a testé nos
extraits sur la souche E.Coli qui est la seule souche disponible au niveau du centre. On a
fait un test préliminaire pour avoir une idée sur la concentration la plus faible avec
laguelle on aura un effet positif ; on a choisi la gamme de concentrations [0,25; 0,5; 1;
2 et 4 mg/ml] (Tableau 12).

- On a réalisé la 2°™ partie au Laboratoire de Microbiologie a 1’Université de Constantine
1, cette fois ci on a testé nos extraits sur deux souches E.Coli et S.aureus. On a choisi la
gamme de concentrations suivante : 50 ; 100 et 150 mg/ml (Tableau 13 et 14).

Les résultats qu’on a obtenu montrent que nos extraits ont une activité inhibitrice sur les
deux souches E. coli et Staphylococcus aureus avec des concentrations de (50, 100 et 150
mg/ml). On ne trouve aucun effet sur la souche E. coli avec les concentrations (0,25 ;
0,50;1;2et4 mg/ml).
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Dans les tabeaux 13 et 14, on observe que les trois extraits présentent un effet sur
les deux types de souches avec les concentrations : 50, 100 et 150 mg/ml. On distingue une
forte réponse sur la souche E.Coli qu’avec la S.aureus. On prend I’exemple des extraits
CHCI3 et AcOEt, on remarque qu’ils ont un effet positif uniquement sur I’E.Coli avec une
zone d’inhibition qui varie entre 10 et 13 mm), par contre sur la S.aureus ils présentent un
petit effet qui est inférieur a 10 mm (cela pour les 3 concentrations 50, 100 et 150 mg/ml)
et d’aprés la littérature on ne peut pas le considérer comme un effet positif car il est

inférieur a 10 mm (avec une zone d’inhibition qui varie entre 7 et 9,5 mm).

Si on prend les résultats présentés dans le tableau 13, on remarque que 1’extrait
MeOH a un effet positif trés elevé sur I’E.Coli avec un diamétre qui varie entre 12 et 15
mm par rapport aux extraits CHCls et ACOEt avec un diametre qui varie entre 10 et 13 mm
pour les 3 concentrations étudiées. On distingue la meme chose avec la S.aureus (Tableau
14) ou I’extrait MeOH a un effet trés puissant par rapport aux deux autres extraits (un

diamétre de 11-16 mm pour le MeOH et de 7-9,5 mm pour le CHCI3 et I’AcOEt).

On confirme nos résultats avec des études antérieurs sur la plante Marrubium
deserti De Node de la famille des Lamiacees. IlIs ont trouvé un effet trés puissant avec
I’extrait MeOH sur les deux types de souche [164].

Des études récentes ont montrés que 1’extrait MeOH peut inhiber la croissance de la
bactérie en altérant sa membrane cellulaire, en perturbant son métabolisme ou en inhibant
la synthése de certaines enzymes essentielles. Dans le cas de la Staphylococcus aureus les
flavonoides présents dans 1’extrait MeOH peuvent étre responsables de I'effet inhibiteur sur
cette bactérie en ciblant les sortases, qui sont des enzymes situées dans la membrane
cytoplasmique des bactéries a Gram positif et qui jouent un réle clé dans la formation des

protéines de surface, telles que les adhésines et les internalines [165].
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Figure 37 : Effet des extraits sur la souche bactérien E. coli testée en fonction de

concentration 50mg/ml.
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Figure 38 : Effet des extraits sur la souche bactérien S. aureus testés en fonction de la
concentration 50 mg/ml.

IV.7. Activité antifongique

On a évalué l'activité antifongique de nos extraits CHCIlz, AcOEt et MeOH contre

une seule souche de champignon Fusarium oxysporum. On a utilisé la méthode des
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disques, I’action de la souche traduit par l'apparition d'une zone inhibitrice autour du

disque imbibé d'extrait, le diamétre de la zone d'inhibition varie d’un extrait a I’autre.

La gamme de concentration des extraits qu’on a testé a été : [0,25;0,5;1;2;4;
50 ; 100 ; 150] mg/ml. On a utilisé le diméthylsulfoxyde (DMSO) comme témoin négatif
(pour évaluer I'absence d'effet antifongique de la substance contre la souche testée).

Apres 48 h d'incubation, les résultats de la sensibilité du Fusarium oxysporum aux
extraits sont regroupeés dans les tableaux 15 et 16, les valeurs indiquees sont la moyenne

de trois mesures.

Nous avons déterminé le diametre de la souche fongique en présence des extraits.
L’effet antifongique est déterminé par la mesure du taux d’inhibition de la croissance
diamétrale comme rapporté dans la littérature, selon les régions inhibitrices en utilisant la

formule suivante :

v Taux d’inhibition % < 0 est considéré comme résultat négatif.

v Taux d’inhibition % > 0 est considéré comme résultat positif.

Taux d'inhibition % = moyenne du témoin négatif - moyenne de I'extrait = 100

moyenne du témoin neégatif
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Tableau 15 : Résultats de I’activité antifongique des trois extraits de plante.

. Zone Taux e v enege
Extraits Concentration d’inhibition | d’inhibition Zones dinhibitions
(mg/ml) (mm) (%) obtenues
4 1,77 36,15
2 1,70 -30,76
1 1,62 24,61
Clrlcle 0,5 1,72 32,30
0,25 1,65 26,92
DMSO 1,30 0
4 1,33 2230
2 1,65 26,92
1 1,42 923
ACOEt 0,5 1,52 116,92
0,25 1,75 34,61
DMSO 1,30 0
4 1,55 119,23
2 1,52 116,92
1 1,52 116,92
A 0,5 1,60 23,07
0,25 1,57 -20,76
DMSO 1,30 0
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Tableau 16 : Résultats de I’activité antifongique des extraits (la suite).

Extraits Corzr(ﬁgn/tr;a;)t fon d’inleci)Sietion d’in-ll-laigi(tion Zonezg ;;lalaiezl)sitions

(mm) (%)

150 1,80 10,52

100 1,70 8,94

Chiss 50 1,73 5,26
DMSO 1,90 0

150 1,83 3,68

100 1,86 2,10
AcOEL 50 1,90 0
DMSO 1,90 0

150 1,63 14,21

100 1,70 10,52

ML 50 1,86 2,10
DMSO 1,90 0
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Figure 39 : Taux d’inhibition en fonction de la concentration 100 mg/ml des extraits
CHCl3, AcOEt et MeOH.

D’aprés le tableau 15 les résultats montrent clairement qui n’ya pas un effait avec
les concentration: 0,25; 0,50; 1; 2 et 4 mg/ml, cela est due probablement aux faibles

concentrations des extraites testées.

Dans le tableau 16, les résultats montrent clairement que les trois extraits ont un

effet significatif avec les concentrations : 50 ; 100 et 150 mg/ml.

La figure 39 montre le taux d'inhibition des extraits alcooliques en fonction de la
concentration & 100 mg/ml, on remarque qu’il y a un effet antifongique. L’effet le plus
elevé étant marqué dans l'extrait MeOH avec un taux d'inhibition de 10,52%, suivi de
I'extrait CHCIz qui a également montré une activité antifongique importante avec un taux
d'inhibition de 8,94%. On remarque que I’extrait AcOEt présente 1’activité la plus faible

avec un taux d'inhibition de 2,10 %o.

Les résultats qu’on a obtenus dans 1’é¢tude quantitative et qualificative précédente
indiquent que notre plante Cistaceae riche en metabolites secondaires en quantités
importantes tels que les flavonoides, les saponines, les tanins, les alcaloides, les terpenes,
les stérols et anthraquinones. Des études antérieures ont montré que les terpenes, les stérols

et les composés phenoliques se sont avérés étre deux types de métabolites secondaires qui
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forment des agents chimiques de contréle contre les agents pathogénes tels que les
bactéries et les champignons [166]. D’autres ont prouvés que les tanins et les flavonoides
sont connus pour inhiber la croissance de nombreux micro-organismes, y compris les
bactéries et les champignons [167]. On trouve également dans la littérature que les

anthraquinones ont notamment des propriétés antifongiques [168].
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Conclusion Générale

L'intérét de I'étude des plantes médicinales a augmenté vue de leurs utilisations
dans le traitement de nombreuses maladies, car les plantes médicinales sont une pharmacie
naturelle des substances bioactives, utilisés pour traiter naturellement toute une variété de
maladies. Elles contiennent des métabolites secondaires avec des effets biologiques
différents. En comparaison aux médicaments qui contiennent des substances actives
produites chimiquement en laboratoire et qui peuvent étre nocives et parfois agressifs sur

notre corps.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a effectuer des travaux d’étude
phytochimique et biologique d’Helianthemum appartenant a la famille des Cistaceae, en
commencant par des analyses qualitatives et quantitatives jusqu’a 1’étude de 1’activité

biologique.

Sur le plan phytochimique, les résultats montrent une composition riche et variée en
métabolites secondaires tel que les flavonoides, les tannins et les alcaloides, saponosides,

les terpénes, les stérols et les anthraquinones.

L'analyse quantitative des phénols totaux et des flavonoides nous a permis de
confirmer que notre plante contient des quantités importantes en composés phénoliques et

flavonoides.

La capacité anti-radicalaire des extraits CHCI3, AcOEt et MeOH de notre plante a
été déterminée par la méthode ABTS dans laquelle les résultats montrent que ces extraits
ont une activité significative, donc ces plantes contiennent des molécules appelées agents

antioxydants.

Au cours de cette étude nous avons réalisé deux tests antimicrobien et fongique vis-
a-vis deux souches bactériennes (Staphylococcus aureus et Escherichia coli) et la souche
fongique (fusarium oxysporum). Les résultats de ces activités montrent clairement que les

substances naturelles sont capables d’inhiber la croissance bactérienne et fongique.

Au final, tous ces résultats ont ouvert la perspective de l'utilisation de cette plante
pour diverses utilisations et ce n'est que la premiere étape dans le domaine de la recherche
sur substances biologiquement actives d'origine naturelle. Des tests supplémentaires seront
nécessaires pour pouvoir confirmer les activités mises en évidence.
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Mémoire présenté en vue de I’obtention du Diplome de Master
Filiére : Biotechnologie
Spécialité : Mycologie et Biotechnologie Fongique

Etude phytochimique et activités biologiques d’une plante saharienne de la famille des Cistaceae

Résumé :

La plante qu’on va étudier dans ce manuscrit appartient au genre d’Helianthemum de la famille des Cistaceae. C’est une
plante largement utilisée dans la médecine traditionnelle.

Les travaux qu’on va présenter dans ce mémoire ont pour objectif I'é¢tude phytochimie (extration par ultrasons, screening
phytochimique, dosage des flavonoides et polyphénols et le test CCM). On va réaliser aussi une étude pharmacologique
(activité antioxydante, antibactérienne et antifongique).

Les tests de screening phytochimique ont révélé la présence de plusieurs métabolites secondaires dans notre plante tel que :
les flavonoides, les saponosides, les sucres, les tanins, les alcaloides, les terpénes, les stérols et les anthraquinones.

La teneur en polyphénols a montré que I'extrait MeOH présente la plus forte concentration en polyphénols avec 282,4 ug
EAG/mg de PS. La teneur en flavonoides totaux montre également que cet extrait a enregistré la valeur la plus élevée avec
853,01 pg EQ/mg de PS.

Les résultats de l'activité antioxydante par le test ABTS ont indiqué que 1'extrait MeOH présente 1’activité la plus elevé
avec une IC50 de 11,42+0,70 pg/ml.

L’évaluation de I’activité antibactérienne révéle que I’extrait MeOH a été le plus puissant sur les deux types de souches
bactériennes testées : E. Coli et S. aureus avec une zone d’inhibition de 11 et 12 mm respectivement avec la concentration
de 50 mg/ml d’extrait.

Les résultats obtenus avec le test antifongique ont révélé une activité considérable des trois extraits de plante contre la
souche fongique fusarium oxysporum. On distingue que I’extrait MeOH présente toujours 1’activité la plus elevé a la
concentration de 100 mg/ml avec un taux d’inhibition de 10,52%.

Mot clés : Cistaceae, Helianthemum, les flavonoides, activité antioxydante, activité antibactérienne, activité antifongique.
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