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Introduction générale

Introduction

Depuis des temps reculés, I’homme s’approvisionne dans I’impressionnante réserve de
plantes que regorge la nature. L’utilisation de ces derniéres et de leurs extraits comme
traitements, est une pratique trés ancienne. Cependant, la phytothérapie connait de nos jours
un succes considérables dans de nombreuses régions d’Afrique, d’Asie et d’Europe (Najja et
al., 2010).

Les plantes, éléments vitaux de la diversité biologique servent essentiellement au bien étre
humain. Apreés avoir longtemps combattu la médecine traditionnelle, médecins et organismes
de santé portent davantage un intérét aux valeurs et a I’efficacité des traitements par les
plantes. De nombreuses études scientifiques ont été entreprises afin d’étudier I’aspect
botanique et thérapeutique de ces derniéres et d’intégrer leurs propriétés médicinales dans un
systéeme de santé moderne (Mpondo et al.,2015). Elles renferment des composants chimiques
qui se répartissent en des grands groupes. Les protides, les glucides, les lipides et les acides
nucléiques d’une part, les pigments, les tanins, les polymeéres, les hormones et les huiles
essentielles d’autre part. Les premiers sont les constituants du métabolisme primaire. 1l existe
en permanence au sein de la plante. Les autres proviennent du métabolisme secondaire et ne

sont pas toujours présents chez tous les végétaux (Bouameret al., 2005).

Un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales, des plantes épices et autres
possedent des propriétés biologiques trés intéressantes, qui trouvent I’application dans divers
domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétique et agriculture grace aux principes
actifs qu’elles contiennent : flavonoides, hétéroside, alcaloides, saponosides, quinone,
vitamine, et huiles essentielles (PhytoChem., 2007). Ces principes actifs sont a 1’origine de
plusieurs activités biologiques tels que [Pactivité anti-inflammatoire, antimicrobienne,

antiseptique, diurétique et antioxydante (haddouchi et al., 2014).

L’Algérie est un pays riche en plantes médicinales et aromatiques de par la diversité de son
climat et la nature de son sol et constitue un véritable réservoir phylogénétique, avec environ
4000 espéces et sous-especes de plantes vasculaires. Malgré cela, les plantes médicinales en
Algérie ne sont pas encore totalement connues (Hamel et al., 2018). Les métabolites
secondaires font ’objet de nombreuses recherches basées sur les cultures in vivo et in vitro de
tissus vegétaux. Ceci est notamment le cas des polyphénols végétaux qui sont largement
utilisés en thérapeutigue comme vasculoprotecteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs

enzymatiques, antioxydants et antiradicalaires (Bahorun, 1997).
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Face a I’apparition de formes de résistances de plusieurs bactéries a certains antibiotiques,
ainsi que I’émergence de beaucoup de maladies d’origine inflammatoire, la recherche de
nouvelles molécules actives et a large spectre d’action est devenue une nécessité. Pour cela
I’évaluation des propriétés phyto-thérapeutiqgues comme I’activité antibactérienne et anti-
inflammatoire demeure une tache tres utile et I'une des plus intéressantes pistes a exploiter, en
particulier pour les plantes médicinales d’une utilisation rare ou non connues (Chaouche et
al., 2021).

La famille des Apiaceae riche en métabolites secondaires présente des intéréts économiques et
médicinaux, comportant des coumarines, flavonoides, composés acétyléniques et des lactones
sesquiterpéniques, ainsi qu’une grande richesse en huile essentielle. Cette famille de plantes
est bien connue pour avoir une quantité importante d’huile essentielle dans la quasi-totalité de
ses organes anatomiques. A nos jours, 760 constituants d’huiles essentielles ont été isolés des

apiacées (Chaker El calamouni., 2010).

Dans ce contexte, ce travail de mémoire de fin d’étude a pour objectif 1’étude de I’activité
antibactérienne et anti-inflammatoire des extraits de métabolites secondaires, de deux plantes
en ’occurrence de la famille des Apiaceae en I’occurrence Oenanthe Fistulosa L et Bunium

Crassifolium. Il comporte deux parties essentielles :
» La premiere partie comprendra trois chapitres :

Le premier chapitre est consacré a la synthése bibliographique regroupant des
généralités sur les plantes et une description botanique de la famille des Apiacées, le

genre et les especes étudiées.
Le deuxieme chapitre comprendra des généralités sur les métabolites secondaires.

Le troisieme chapitre comprendra un apercu sur les activités biologiques en

particulier I’activité antibactérienne et anti-inflammatoire.

» La deuxieme partie concerne le quatrieme chapitre qui comprend la partie
expérimentale, dédiée a la présentation du matériel et les méthodes utilisées pour

réaliser ce travail et présentera les résultats obtenus accompagnés de leur discussion.

Une conclusion avec des perspectives seront données pour clbturer le travail.
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1.La Famille des Apiacées

1.1. Généralités

La famille des Apiacees, anciennement connue sous le nom d’Ombelliféres, comprend
environ 3000 especes présentes dans toutes les régions tempérées, notamment dans
I’hémisphére Nord.

C’est une famille trés homogeéne, facilement identifiable grace aux ombelles composées de ses
inflorescences. Paradoxalement, les especes de cette famille sont difficiles a distinguer les
unes des autres (figurel) (Filliat P., 2012).

Figure 1 les plantes de la famille des Apiacées (Filliat P., 2012)

1.2.Classification taxonomique

La place de la famille des Apiacées dans la classification systématique botanique APG I11 est
la suivante (APG Ill Chase et Revea, 2009) :

e Embranchement des Spermatophytes (plantes a graine) appelé encore

Phanérogames.
e Sous embranchement des Angiospermes (plantes a ovaire).

e Clade des Eudicotylédones (Eudicots) ou dicotylédones vraies (embryon a deux

cotylédons).
e Clade des Eudicotylédones centrales (Core Eudicots).

e Classe des Asteropsida ou grade des Asteridées
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Sous-classe des Euastéridées 11 (especes herbacées a ovaire infére et

regroupement desfleurs en inflorescence).

Ordre des Apiales (AmeniLandoulsi., 2016).

1.3.Caractéristiques

Les plantes qui appartiennent a la famille des Apiacées sont principalement herbacées,

annuelles, bisannuelles ou plus communément vivaces.

L’appareil souterrain : vivace est trés diversifié, avec une racine pivotante, un
rhizome ou un tubercule.

La tige : typiquement cOtelée et creuse en raison de la résorption précoce de la
moelle pendant la croissance ; elle est dite fistuleuse avec des canaux sécrétoires
contenant des huiles essentielles et des résines, des saponines triterpéniques, des
coumarines, des polyacétyléenes falcarinone, des monoterpénes et des
sesquiterpénes, I’ombelliférose (un trisaccharide) étant un matériau de réserve
(Judd et al., 2001).

Les feuilles : sont alternes, souvent trés découpées. La nervation étant pennée et
la découpure sequée.

L’inflorescence ou ombelle : L’inflorescence est la partie la plus importante de
la plante car il est facile d’identifier les ombelliferes, avant la classification
APG, cette famille était appelée ombelliferes en raison de son inflorescence
caractéristique.

Les Fleurs : les fleurs sont réunies en ombelles simples ou composeées(figure2),
munies de bractées appelées involucelles a la base. Elles comptent 5 pétales et 5

Etamines et un ovaire a deux loges (Filliat P., 2012).



Chapitrel : Géneralités sur les plantes

Inflorescence simple Inflorescence composés
} Ombcllule

- Involucrc= enscmbles

dcs bractces

— Involuccll

\

Involucre= cnsembles

dcs bractées

Figure 2 Inflorescence de la famille des Apiacées (Filliatp., 2012).

1.4.Intérét

Les Apiaceae comprennent une variété d’espéces economiquement importantes.
Certaines sont des plantes alimentaires (comme la carotte, le fenouil, le céleri...), tandis que
d’autres sont des condiments utilisés depuis longtemps en cuisine en raison des huiles
essentielles produites par leurs canaux sécréteurs (comme le persil, la coriandre, le carvi...).
Dans le domaine de la phytothérapie on leur attribue principalement des vertus digestives
(Mokaddem, 2012).

1.5.Distribution géographique

La famille des Apiacées constituant les plantes aromatiques médiévales, est une famille
de plantes dicotylédones. Elle comprend pres de 3000 especes réparties en 42

0 genres qui sont surtout présentes dans les régions tempérées du monde. En Algérie,
selon Quezel et Santa (1962), elle est représentée par 55 genres, 130 especes et 27 sous -
especes (Tableau 1).
Les espéces présentent une distribution bipolaire (dans toutes les régions tempérées), mais la

majorité habitant I’hémisphére Nord tempéré (Tabanca et al., 2006) (Figure 3).
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Figure 3 Répartition géographique mondiale des Apiaceae (Lakhdar, 2011).

Tableau 1Quelques genres de la famille des Apiacées en Algérie (boukezata, 2014).

Genre Nombre d’espéces Genre Nombre d’espéces
Ammi 2 Conium 1
Ammiopis 1 Ferula 5
Ammodaucus 1 Bunium 7
Anethum 1 Cuminium 1
Apium 1 Thapsiia 3
Bifora 1 Heracleum 1
Margotia 1 Torilis 2

2.Le Genre Bunium
2.1.Présentation du genre

Le genre Bunium appartient a la famille des Apiacées, représente environ 50 especes

réparties en Afrique du Nord et en Europe, vers I’ Asie centrale et du sud-ouest.
Il contient des plantes médicinales et aromatiques comme B. persicum et B. bulbocastanum
(Djarri et al.,2023).
En Algérie, le genre Bunium en contient sept especes, dont quatre sont endémigques comme :

e B. crassifolium Batt.

e B. elatum Batt.

e B. chaberti Batt.

¢ B.fontanessi.

2.2. Applications thérapeutiques et utilisations

Les plantes du genre Bunium évoquent pour certains une source alimentaire
remarquable mais pour d’autres, un symbole de misere qui rappelle la famine des années de
disette en particulier durant la deuxiéme guerre mondiale et la période de révolution nationale.
De nos jours, elle intéresse certains cueilleurs herboristes pour son usage thérapeutique dans

le traitement du goitre et le disfonctionnement de la thyroide.
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Les habitants des montagnes de Serraidi (Algérie) consomment ces plantes d’intérét comme
le rhizome de B. crassifolium, cru, bouilli ou réti, tandis que sa feuille ou sa partie aérienne

était utilisée pour aromatiser et garnir les aliments comme du persil (Djarri et al.,2023).

De nombreuses especes du genre Bunium ont été identifiées pour leurs nombreux effets

pharmacologiques comme il est indiqué dans le (tableau 2).

Tableau 2 Usages médicinaux de certaines espéces du genre Bunium L. (Souilah et al.,2021).

Espéce Usage médicinal
Bunium incrassatum Astringent, diarrhée, inflammations hémorroidales,
(Boiss.) Batt bronchite.
Bunium persicumB. Antioxydantes, carminatives, antidiarrhéiques et
Fedtsch. digestives.
Bunium paucifolium Inflammations urinaires.
DC. Var.
B. bulbocastanum. L’amélioration de la santé générale et pour les
problemes gynécologiques et musculo-
squelettiques (Zengin et al.,2019).

Certains herboristes algériens sont intéressés par les rhizomes du genre Bunium pour leur
utilisation thérapeutique dans le traitement du goitre et des dysfonctionnements thyroidiens.
Plusieurs recherches ont montré que I’huile essentielle et les extraits de certaines especes de
Bunium ont des propriétés antihistaminiques, activités antifongiques, antibactériennes et
antioxydantes (Lefahal et al., 2017).

2.3. Etude phytochimique

Des études phytochimiques sur le genre Bunium ont permis de découvrir I’existence de
coumarines et de sesquiterpénes. Tandis que les huiles essentielles (monoterpénoides) sont

considérées comme une riche source de métabolites (tableau 3).
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Tableau 3 Investigations phytochimiques menées sur le genre Bunium L (Lefahal, 2014)

Type de composés Espece

Les coumarines Bunium incrassatum

Bunium paucifolium

Lessesquiterpénes Bunium paucifolium

Les huiles essentielles Bunium persicum

Bunium cylindricum

3. L’espéce Bunium Crassifolium

Bunium crassifoliumBatt. Est une espéce endémique et rare extrémement distribuée et en

croissance dans le Nord-Est de 1’ Algérie.

3.1. Description botanique

Bunium crassifoliumest une plante vivace de 30 a 60 cm de hauteur. Les feuilles sont
pinnatisectées avec de longues divisions linéaires de 2 a 4 cm. Fleurs en grandes ombelles de
7 a 10 cm. Les fruits sont noiratres, presque aussi larges que longs, avec cotes primaires tres

marquées, carénées sur le dos et parfois un peu ailé (Figure 4) (Djarri et al.,2023).

Figure 4 B. crassifolium Batt. (Partie aérienne et ampoule) (Djarriet al.,2023)

3.2. Classification taxonomique

La classification taxonomique de I’espece étudiée est résumée dans le tableau suivant.
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Tableau 4 classification de I'espece Bunium crassifolium Batt. (Dobignard, a. &c. chatelain (2010-2013))

e Régne Plantae

e Embranchement Spermatophytes

e Sous Trachéophytes
Embranchement

e Classe Magnoliopsida

e Ordre Apiales

e Famille Apiaceae

e Sous -famille Apioideae

e Genre Bunium

e Espéce Buniumcrassifolium

3.3.  Etude des composées bioactifs et les Activités biologiques

D’apres 1’étude de Souillah et al., (2021), 37 composés phytochimiques bioactifs ont
été découvert pour la premiere fois. Les parties aériennes ont été analysées, révélant 10 acides
phénoliques et 8 flavonoides. En outre 3 acides organiques non phénoliques ont éte détectés,
les acides quinique et malique étant les plus abondants. Les extraits ont montré une activité

antioxydante significative

Les teneurs totales en phénols et en flavonoides ont été déterminées, montrant que I’extrait
méthanol/eau (70 :30) avait une capacité antioxydante plus élevée. L’activité
anticholinestérase a également été évaluée, montrant que I’extrait méthanolique avait une
meilleure activité anti-acétylcholinestérase que I’extrait méthanol : eau (70 :30), tandis que les

deux extraits avaient une faible activité anti-butyrylcholinestérase. Cette plante pourrait étre

Une option intéressante pour étre utilisée comme ingrédient fonctionnel dans les

industries pharmaceutiques et agroalimentaires.
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4. Le Genre Oenanthe

4.1. Présentation du genre

Le genre Oenanthe appartient a la famille des Apiacées. Il comprend 40 especes,
distribuées dans I’hémisphére nord tempéré (en Europe, en Asie occidentale, en Inde et en
Afrique du Nord) (Souilah et al.,2020). Les plantes du genre Oenanthe (famille des
Ombelliféres) sont parmi les espéces les plus toxiques de la flore européenne. Elles ont une
apparence similaire a celle du panais et de la carotte, et sont encore une cause fréquente

d’empoisonnements humains mortels (Appendino et al.,2009).

4.2. Applications thérapeutiques et utilisations

Ce genre est egalement utilisé en médecine traditionnelle comme caractéristique du
trismus, comme le spasme des muscles de la mastication.

La plupart des espéces Oenanthe sont hautement toxiques dans toutes leurs parties, provoquant
des troubles respiratoires, digestifs, nerveux et circulatoires. Oenanthe fistulosa contient deux
composes toxigues, a savoir 1’oenanthotoxine et la Dihydroanténoxine.

L’oenanthotoxine a montré une activité contre les récepteurs de I’acide gamma-aminobutyrique
(GABA). L’oenanthotoxineet la dihydro-oenanthotoxine bloquent fortement les réponses
GABAergiques, justifiant ainsi les symptdémes d’empoisonnement par la décoction d’Oenanthe
(Souilah et al.,2020).

5. L’espéce Oenanthe Fistulosa L

O. fistulosa est originaire du sud-ouest de I’Asie, de I’Europe et de I’Afrique du Nord,
atteignant sa limite nordique en Suéde méridionale et en Russie occidentale, et sa limite sud en

Tanzanie.

e Nom scientifique :Oenanthe fistulosa.

e Nom commun :Oenanthe fistuleuse (Nom féminin).

5.1. Description botanique

Oenanthe fistulosa est une ombellifere dressée et glabre avec des feuilles pennées, des
segments étroits presque linaires et des ombelles de petites fleurs blanches ou rosées. Elle est

souvent associée a des sols humides, périodiquement inondés, faiblement acides a basiques.
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Les plantes persistent dans des conditions légérement ombragées mais sont de faibles
compétitrices (Stroh,2015) (Figure05).

Figure 5 Oenanthe fistulosa L (Souilah, et al.,2020)

C’est une plante vivacée, hémicryptophyte, parfois hélophyte, glaucescente, haute de 30 a
I00cm (Leurquin, 2007). Elle a des tiges Iégérement striées de 30 a 80 cm de hauteur, creuses
mais resserrées au niveau des nceuds (fistulaires), a parois minces et facilement compressibles
donnant a la tige un aspect légérement pincé aux jonctions des feuilles.

Les feuilles basales et inférieures sont pennées, avec des lobes de folioles linéaires a étroitement
ovales-lancéolés et mucronés. Les feuilles de la tige supérieure (caulines) sont pour la plupart
pennées et ont des lobes entiers de 0,5 a 2 cm de long, linéaires-lancéolés ou subulés et distants.

Chaque fruit est sessile, obconique a cylindrique (Stroh, 2015).
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5.2. Classification taxonomique

Tableau 5 classification de I'espéce Oenanthe fistulosa L selon INPN (inventaire national du patrimoine naturel)

Regne Plantae
Classe Equisetopsida
Clade Tracheophyta
Sous classe Magnolidae
Ordre Apiale
Famille Apiaceae
Genre Oenanthe
Espéece Fistulosa L

5.3. Composition chimique de I’huile essentielle

D’apres Souillah et al., (2020), qui ont étudié la composition chimique de I’huile essentielle
obtenue a partir de la partie aérienne de O. fistulosa cultivée en Algérie, la CG-MS des huiles

essentielles révele la présence de 23 composants, parmi lesquels 18 produits ont été identifies.

La composition de I’huile essentielle est dominée par une grande quantité de sesquiterpenes
tels que ’oxyde de caryophyllene qui est efficace dans la conservation des aliments, des
médicaments et des cosmétiques. Et peut également étre utilise comme agent anesthésique
local, analgésique, anti-inflammatoire et dans le traitement du cancer de la prostate et du sein.
Cependant, on note la présence d’hénéicosane qui est une phéromone agissant sur le

comportement sexuel d’un insecte Aedesaegypti vecteur de la maladie de la Dengue.
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1. Les métabolites secondaires

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles trés diversifiées. En effet, a c6té des métabolites primaires classiques
(glucides, protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréquemment des métabolites
dits secondaires dont la fonction physiologique n’est pas toujours évidente mais représente
une source importante de molécules utilisables par ’homme dans des domaines aussi divers

que la pharmacologie et I’industrie alimentaire (Macheix J-J., Fleuriet A.2006).

Ces métabolites sont un groupe de molécules qui interviennent dans I’adaptation de la plante a
son environnement ainsi que la régulation des symbioses et d’autres interactions plantes-
animaux, la défense contre les prédateurs et les pathogénes, ou pour attirer les agents chargés
de la pollinisation ou de la dissémination des fruits (Attou, 2011).

2. Définition des métabolites secondaires

Le terme « métabolite secondaire », qui a probablement été introduit par Albrecht Kossel
en 1891, est utilisé pour décrire une vaste gamme de composés chimiques dans les plantes, qui
sont responsables des fonctions peériphériques indirectement essentielles a la vie des plantes
telles que la communication intercellulaire, la défense, la régulation des cycles catalytiques
(Yezza et Bouchama, 2014).

Les plantes supérieures contiennent ces métabolites qui se trouvent en quantités limitées dans
I’organisme de la plante. Il existe plus de 200 000 structures différentes de ces molécules, qui
sont produites en petites quantités mais qui présentent une variété structurale extraordinaire. Ces
composes ont la particularité de caractériser une espece, une famille ou un genre de plante
(Guillaume, 2008).

3. Classification des métabolites secondaires

La classification des métabolites secondaires des plantes repose sur leurs propriétés

chimiques et les rassemblent en quatre groupes de molécules :

e Les composés phénoliques ou les polyphénols.
e Les alcaloides ou les composés azotés.
e Les terpénes.

e Les saponosides (Merghem, 2009).
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3.1. Les composés phénoliques
Les composés phénoliques sont des métabolismes secondaires caractérises par la présence
d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec des glucides.
(Figure6) (Boizot et Charpentier, 2006).

Les composés phénoliques forment le groupe des composés phytochimiques le plus important
des plantes. Ils présentent prés de 8000 molécules divisées en une dizaine de classes chimiques
(Stalikas, 2007). Chaque classe est caractérisée par la présence d’un noyau benzoique auquel

un ou plusieurs groupes hydroxyles sont directement liés (Macheix et al., 2006).

Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens,

fruits, grains et bois) (Bruneton, 1999).

[Is sont synthétises par les plantes soumises a des conditions difficiles (infections, blessures,
radiation UV...) et sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la
croissance cellulaire, la rhizogenese, la germination des graines ou la maturation des fruits. Ils
sont des molécules biologiquement actives (Kening, et al., 1995).

Ces molécules sont stockées dans des vacuoles cytoplasmiques mais seulement dans les cellules

périphériques des épidermes de la plante.

Figure 6 Structure d’unité de base des polyphénols (Ghnimi, 2015)

3.1.1. Classification des composés phenoliques
Selon Harborne (1989), les polyphénols peuvent étre divises en au moins 10 classes différentes
selon leur structure chimique de base. lls peuvent s’étendre de molécules simples, tels que les
acides phénoliques, aux composés fortement polymérisés, tels que des tannins (Lugasi al.,
2003).

Les principales classes des composants phénoliques sont les acides phénoliques, les
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flavonoides, les tanins les coumarines et anthocyanes. (Figure 7)

Polyphenols
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Figure 7 Classification des polyphénols (Macheix et al., 2006).

3.1.1.1.Les acides phénoliques

Les acides phénoliques ont une fonction acide et plusieurs fonctions phénoliques. lls sont
incolores et plutdt rares dans la nature (Haslam, 1994). Ces acides sont contenus dans un
certain nombre de plantes agricoles et médicinales (Psotova et al., 2003). Comme exemple
d’acide phénolique on cite : I’acide chlorogénique 1’acide caféique, I’acide protocatechique,
I’acide vanillique, I’acide férulique, 1’acide sinapique et I’acide gallique).

Ills se divisent en deux classes : les dérivés de lacide benzoique (les acides
hydroxycinnamiques) (figure 08) et les dérivés de lacide cinnamique (les acides

hydroxybenzoiques) (figure 9) (Pandey et Rizvi, 2009).

0 ? i
9 HO
OH OH
OH OH
HO HO
OH
OH OH
Acide benzoique Acide salicylique Acide protocatéchique Acide gallique

Figure 8 Hydroxylation d’acide benzoique.
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]
o
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Acide cinnamique Acide p-coumarique \cide caféique

Figure 9 Hydroxylation d’acide cinnamique.

3.1.1.2.Les flavonoides

Les flavonoides sont le plus grand groupe de composes phénoliques, ils constituent des
pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux
(Yezza et Bouchama, 2014) (Figure 10). lls sont constitués de quinze atomes de carbone (C6-
C3-C6), essentiellement, la structure se compose de deux cycles aromatiques A et B, reliés par
un pont de trois carbones, le plus souvent sous forme d’un hétérocycle C. Presque toujours
hydrosolubles (Nijveldt et al., 2001).

Ils peuvent étre regroupés en une douzaine de classes selon le degré d’oxydation du noyau
pyranique central : flavone, flavonol, flavanol, anthocyane, aurone...

Ce sont susceptibles d’assurer la protection des tissus contre les effets nocifs du rayonnement
ultra-violet (UV)(Ahmad a,2015).

Figure 10 Structure générale d’un flavonoide (Collin et Creast, 2011).

3.1.1.3.Les tanins

D’un point de vue biochimique, une premiére définition a été proposée par Bate Smith,
(1973) c’est que les tanins sont des composés phéenoliques hydrosolubles ayant un poids

moléculaire
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(PM) compris entre 500 et 3000 Da (Bruneton, 2009). Les tanins se distinguent nettement des
autres composés phénoliques végétaux secondaires par leur activité chimique et leur activité
biologique. Les tanins sont largement présents dans différentes parties des plantes. Ils présentent
des propriétés antiseptiques, antibiotiques, astringentes, anti-inflammatoires, anti diarrhéiques,
hémostatiques et vasoconstrictrices (Ali-dellile, 2013). Ils jouent un réle important dans la
protection de la plante contre la prédation (y compris sous la forme de pesticides) et peuvent
aider a la croissance des plantes, ils sont considérés comme des polyphénols en raison du grand
nombre de groupes phénoliques dans leurs structures (E.Haslam , 1994).

Deux groupes de tanins peuvent étre distingués : les tanins hydrolysables et les tanins non
hydrolysables ou condensés (proanthocyanidine et phlorotanins) (figure 11)

Ho— @)

Figure 11 Structures chimiques (a) d’un tanin hydrolysable et (b) d’un tanin condensé

3.1.1.4.Les Anthocyanes

Les anthocyanes sont des pigments issus du métabolisme des flavonoides. Ils sont
responsables de la couleur des feuilles et fruits auxquels ils donnent leur teinte bleu, violet et

pourpre (Bruneton, 1993). (Figure 12)

Les anthocyanes sont présents dans la nature uniquement sous forme d'hétérosides appelés
anthocyanosides ou anthocyanines. Les génines anthocyanidines ou anthocyanidols sont des
dérivés du phényl-2-benzopyrylium ou flavylium (ou l'oxygéne est sous forme oxonium)
présents dans la plante sous forme de sels. lls sont localisés dans les vacuoles de cellules de
I’épiderme. Les antioxydants connus comme anthocyanes jouent un important rdle dans

I'élimination des radicaux libres de 1’organisme (Jackman et Smith, 1996).
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OH

Figure 12 structure de base des anthocyanes

3.1.1.5. Les Coumarines

Les coumarines sont généralement étudiées en tant que flavonoides. Elles sont composées
de coumarine (1,2-benzopyrone), une substance naturelle que I'on trouve dans diverses plantes,
en particulier dans les racines (Crestini, 2015). Elles se trouvent dans toutes les parties de la
plante et notamment dans les fruits et les huiles essentielles des graines (Deina et al, 2003 et
Booth et al, 2004). lIs sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et

peuvent capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et pyroxyles (Igor, 2002). (Figure 13)

Les coumarines peuvent également se trouver dans le régne animal (les glandes a sécrétion

odoriférante du castor) et chez certains microorganismes (Hofmann, 2003).

= 4

& — 3

7 o o
3

Figure 13 structure de base des coumarines

3.2. Les Alcaloides :

Les alcaloides sont des substances organiques, le plus souvent d'origine végétale, azotées,
basiques, donnant des réactions de précipitation avec certains réactifs (appelés « réactifs
généraux des alcaloides ») et douées, a faible dose, de propriétés physiologiques marquées
(Bruneton, 1999).
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On trouve des alcaloides, en tant que métabolites secondaires, principalement chez les végétaux,
les champignons et quelques groupes d’animaux peu nombreux. Habituellement, les alcaloides
sont des dérivés des acides aminés tels que le tryptophane, la lysine, la phénylalanine et la
tyrosine. Ces acides aminés sont décarboxylés en amines et couplés a d’autres squelettes
carbonés (figurel4). lls sont généralement insolubles ou trés peu solubles dans 1’eau, par contre

ils sont solubles dans les solvants organiques apolaires ou peu polaires (Cyril, 2001).

() H o CHs
/
1> A I »
CH; CH3

Theophylline Theobromine

Figure 14 Structures chimiques de quelques alcaloides (Bruneton, 2009).

Les Terpenoides

Le terme de terpenoide est attribué a tous les composes possédant une structure moléculaire
construite d’'un monomere a 5 carbones appelé isopréne (figure 15), ces composés sont
majoritairement d’origine vegétale (Malecky, 2005). Selon le nombre d'unités isopréniques qui
les constituent, on distingue :

e Les Monoterpenes (C10).

e Les Sesquitrpenes (C15).

e Les Diterpenes (C20).

e Les Triterpénes (C30).

e Les Tetraterpenes (C40).

e Les Polyterpenes (C4000) (Merghem, 2009).
Les terpenoides sont classés aussi parmi les substances secondaires importantes du métabolisme
chez les végétaux. Les terpenes sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de
chaine ouverte (Hernandez-Ochoa, 2005). (Figure 15)
Les composés terpénoides constituent un groupe de molécules tres différentes tant d'un point de

vue structurel que fonctionnel. Avec pres de 15000 structures moléculaires connues, ils
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constituent probablement la classe la plus vaste et plus diversifiée de composés organiques
végétaux (Hopkins, 2003). De nombreux terpenoides ont la particularité de dégager de fortes
odeurs comme le menthol et le limonéne qui permettent la fabrication d’huiles essentielles. lls
sont utilisés comme antiseptiques et dans certains domaines comme la cosmétique (parfum).

Elles sont utilisées aussi pour traiter les maladies de la respiration (Valnet, 2003).

T

C CH
He?Z Nc7

|
H

Figure 15 Structure de la molécule d’isopréne (Amor,2020).

3.4. Les Saponosides:

Le terme saponosides est dérivé de mot savon, ils sont des terpénes glycolysés comme on peut

aussi les trouver sous forme aglycones (stéroides), ils possedent un goGt amer et acre (Iserin et

al., 2001). (Figure 16)

HsC_ _CHs
coo
CHs i
H
CH
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CH3; COOH

Structure de la

Figure 16
d’isopréne

molécule
(Calsmiglia et al., 2007)
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Les plantes médicinales constituent une source inépuisable et diversifiée en métabolites
secondaires, qui ont de nombreuses applications : pharmaceutiques, médicales,
agroalimentaires, agronomiques et biotechnologiques. Ces métabolites ont des effets

biologiques tels que l'activité antibactérienne et anti-inflammatoire.

1. L’Activité antibactérienne

Les microorganismes sont a l'origine de l'apparition d'infections bactériennes, ils sont
également a l'origine des maladies les plus mortelles et des épidémies les plus répandues. C'est
pourquoi des antibiotiques ont été découverts et fabriqués, qui est une substance antibactérienne
produite par des microorganismes, qui empéche la multiplication des bactéries ou les détruit
(Ben Abdallah et al., 2019).

1.1. Les Bactéries

Les bactéries sont présentes partout et ont un réle essentiel dans la préservation de notre
environnement. Seulement un petit nombre d'entre elles provoguent des maladies et des
infections, mais celles-ci ont un impact important sur la santé publique. En général, les
infections bactériennes sont plus simples a traiter que les infections virales car il existe
davantage de médicaments antimicrobiens efficaces contre les bactéries (Doron et Gorbach,
2008).

Les bactéries sont classées en deux types grace a la coloration de gram :

= Les bactéries a Gram positif : les bactéries a Gram positif ont une épaisse paroi
cellulaire en peptidoglycane. Cela signifie gu'ils retiennent le colorant lors des
tests de gramme, ce qui leur donne une teinte bleue observable au microscope.

= Les bactéries a Gram négatif : Les bactéries a Gram négatif possedent une
membrane externe et une paroi cellulaire en peptidoglycane plus fine, Cela
signifie qu’ils ne retiennent pas le colorant bleu utilisé dans les tests Gram et
n’apparaissent pas bleus. Au lieu de cela, ils apparaissent de couleur rouge ou
rose. Ces bactéries sont un probleme majeur de santé publique dans le monde, en

raison de leur forte résistance aux antibiotiques (Lloyd, 2022).
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1.2. Les souches bactériennes étudiées

1.2.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (également désigné sous le nom de Staph. aureus ou S. aureus) est une
bactérie pathogéne a Gram-positive et est une cause majeure de différentes maladies
infectieuses chez les humains et les animaux. Staphylococcus aureus sécréte une substance
polymére extracellulaire (EPS), appelée biofilm, qui aide le microbe a résister et a minimiser
l'effet des médicaments antibactériens (Idrees et al.,2021). Elle est de 0,5 a 1 um de diamétre,
immobile, non sporulée, parfois encapsulée(figurel7) (Denis et al., 2007).

S. aureus est un commensal de la peau et des muqueuses de I’homme et des animaux (rhino-
pharynx). Chez I’adulte, S. aureus est présent dans les zones cutanées humides et colonise
surtout les muqueuses des fosses nasales et de I’oropharynx mais aussi le périnée. La peau,

particulierement celle des mains, est réguliérement colonisée (Werthein et al.,2005).

Figure 17 Aspects caractéristiques en amas de coques a Gram positif de S. aureus.

1.2.2. Escherichia coli

E. coli est une bactérie bacille a Gram-négative, d’une durée d’incubation de 3 a 4 jours.
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La plus courante dans le tractus gastro-intestinal humain et manque de virulence dans ce
contexte. Mais peut également étre a l'origine de maladies intestinales et extra-intestinales chez
I'nomme. Cependant, lorsqu'elle est trouvée en dehors du tractus intestinal, E. coli peut
provoquer, entre autres, des infections des voies urinaires (IVU), une pneumonie, une

bactériemie et une péritonite.

E. coli peut également étre trouvé dans le sol, sur les légumes et dans l'eau, ainsi que dans les

viandes insuffisamment cuites (figure18) (Mueller et Tainter, 2023).

Figure 18 Micrographie électronique a balayage d'Escherichia coli (E. coli)

1.2.3. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est un batonnet a Gram négatif, aérobie et non sporulé, capable
de provoquer diverses infections chez les hdtes immunocompétents et immunodéprimés. Sa
prédilection a provoquer des infections chez des hodtes immunodéprimes, son extréme
polyvalence, sa résistance aux antibiotiques et son large éventail de défenses dynamiques en

font un organisme extrémement difficile a traiter en médecine moderne.

Pseudomonas aeruginosa est couramment trouvé dans l'environnement, en particulier en eau
douce. Les réservoirs dans les communautés urbaines comprennent des spas, et des piscines.
Cela peut provoquer un large éventail d'infections communautaires telles que la folliculite, les
plaies perforantes conduisant a lI'ostéomyélite, la pneumonie, l'otite externe et bien d'autres. Il
s'agit généralement d'un agent pathogéne opportuniste et également d'une cause importante
d'infections nosocomiales telles que la pneumonie associée a la ventilation, les infections

urinaires liées aux cathéters, etc(figure19) (Wilson et Pandey, 2023).
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Figure 19 Pseudomonas aeruginosa

1.3. Les antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances chimiques organiques d’origine naturelle ou
synthétique. lls sont deux types selon I’activité qu’ils exercent :

e Un antibiotique bacteriostatique qui inhibe la croissance et la reproduction des bactéries.

e Un antibiotique bactéricide qui tue les bactéries.

1.3.1 Le mode d’action des antibiotiques

L'action des antibiotiques est principalement due a leur capacité a se lier a des sites
spécifiques dans les cellules bactériennes, ce qui perturbe diverses réactions métaboliques en
empéchant la synthese de protéines. Chaque famille d'antibiotiques a des cibles spécifiques qui
leur sont propres.

¢ Antibiotiques qui inhibent la synthése de la paroi bactérienne.

e Antibiotiques qui alterent la perméabilité de la membrane cytoplasmique.

¢ Antibiotiques qui inhibent la synthése protéique.

¢ Antibiotiques actifs sur le métabolisme des acides nucléiques(figure20) (Yala et al.,
2001).
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Figure 20 Cellule bactérienne et modes d'action des antibiotiques (Lesseur 2014).

1.4. Activité antibactéerienne des composes phénoliques

L’activité antibactérienne peut s’exercer selon diverses modalités. Certaines molécules
exercent leur activité en oxydant ou en dénaturant les protéines bactériennes. Tandis que
d'autres ont un effet plus specifique en altérant les structures membranaires ou en inactivant des
composes ou des fonctions essentielles de la cellule. En dehors de l'influence du caractére
hydrophobe de la molécule, l'efficacité antibactérienne des composes phénoliques, notamment
les flavonoides, dépend principalement de la longueur, de la ramification et de la position de la
chaine de substitution liée au noyau phénolique, ainsi que de la nature des substituants et du

degré d'encombrement du noyau phénolique (BAKLI, 2020).

2. Activité anti-inflammatoire
2.1. L’inflammation

La réaction inflammatoire est un processus physiologique de défense immunitaire de
1'hote en réponse a une agression d'origine physique, chimique ou biologique qui entraine une
altération tissulaire. Ce processus a pour but de protéger l'organisme en éliminant l'agent
pathogéne, en réparant les Iésions tissulaires, en favorisant le retour a I'équilibre et en cicatrisant
les tissus endommagés. La réaction inflammatoire est un ensemble de phénomeénes qui se
produisent a l'endroit ou un agent pathogene est présent. Les symptémes courants sont la
douleur, la chaleur et la rougeur. Au niveau tissulaire, la réponse inflammatoire se caractérise
par une augmentation de la perméabilité vasculaire, une augmentation de la dénaturation des

protéines et une altération de la membrane cellulaire (Dehiri,2023).
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2.2. Types d’inflammation

La réponse inflammatoire est subdivisée en deux types ; une inflammation aigué et

chronique. Ces deux réponses sont associées au systeme immunitaire (Rousselet et al., 2005).

2.2.1. Inflammation aigué
Inflammation aigué est une réponse immédiate a un agent agresseur, elle se développe
rapidement et de courte durée de quelques jours a quelques semaines, elle est principalement
caractérisée par un grand nombre de cellules inflammatoires dans la région touchée. En
général, l'inflammation aigué disparait spontanément ou avec un traitement sans causer de
dommages tissulaires significatifs, mais peuvent laisser des séquelles si la destruction

tissulaire est importante (Bessout, 2013).

L’inflammation aigué se déroule en trois phases : une phase vasculaire immédiate caractérisée
par des modifications de la microcirculation locale, une phase cellulaire caractérisée par la
mobilisation de nombreuses cellules immunitaires qui permettra 1’élimination des
microorganismes pathogénes et des tissus léses, et une phase de résolution et de cicatrisation
qui conduit a la restauration des tissus (Weill et Batteux, 2003).
2.2.2. Inflammation chronique

Une inflammation chronique survient lorsque l'organisme est constamment exposé a une
agression qui dure plusieurs mois ou années, et qu'il n'est pas capable d¢liminer l'agent
agresseur (Canaud et al., 2003). Les symptdmes initiaux sont semblables a ceux dune
inflammation aigué, cependant les dommages tissulaires qui en résultent sont plus importants
et ont des conséquences fonctionnelles profondes. Ce type d'inflammation entraine des

séquelles anatomiques et fonctionnelles (Weill et Batteux, 2003).

2.3. Médiateurs de I’'inflammation
La réaction inflammatoire entraine la libération de divers médiateurs inflammatoires qui
jouent un réle essentiel dans le processus inflammatoire. Ces médiateurs augmentent la
perméabilité des vaisseaux sanguins, attirent les leucocytes vers le site de l'inflammation,
favorisent leur adhérence a la paroi des vaisseaux sanguins et augmentent l'agrégation des
plaquettes. Le tableau 6 récapitule l'origine et les effets des principaux médiateurs

inflammatoires (Mayouf, 2019).
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Tableau 6 Origines cellulaires et effets des principaux médiateurs inflammatoires

Mediateur Origine Action
Histamine Mastocytes Vasodilatation, augmentation de la
Basophiles perméabilité vasculaire, induit ’expression des
Plaquettes molécules d’adhésion sur I’endothélium
vasculaire.
Sérotonine Mastocytes et Augmente la perméabilité vasculaire, dilate les
plaquettes. capillaires et stimule la contraction des muscles
lisses.
Cytokines Lymphocytes et Médiateurs de la communication
Macrophages intercellulaire, qui agissent a faible
concentration, généralement localement par
action autocrine et paracrine gréce a la fixation
a des recepteurs membranaires de haute
affinité.
Facteur Plaquette, neutrophiles, Assure la vasodilatation, augmente 1’adhésivité
activateur monocytes et cellules de la paroi vasculaire, stimule la broncho
des plaquettes endotheliales. constriction, I’agrégation des plaquettes et la
(PAF) libération des médiateurs qu’elles renferment,
induit la production des EOR et la libération
des enzymes lysosomiales par les neutrophiles,
les éosinophiles et les macrophages.

2.4. Anti-inflammatoires

Les traitements anti-inflammatoires utilisent souvent des médicaments synthétiques tels que

les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) ou les corticoides stéroidiens.

2.4.1. Les anti-inflammatoires non steroidiens (AINS)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) ont comme principal mode d’action

I’inhibition de la synthése des prostaglandines par le blocage de la cyclo-oxygénase (COX).

La COX existe sous deux isoformes : les COX-1 jouent surtout un rdle physiologique (en

particulier la protection gastrique). Les COX-2, sont principalement générées en présence
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d'inflammation (Becker et Monassier, 2018).

2.4.2. Anti-inflammatoires stéroidiens
Les anti-inflammatoires stéroidiens ou corticoides, dérivés synthétiques de la cortisone,
hormone sécrétée par les glandes surrénales sont des anti-inflammatoires puissants qui
possedent également des propriétés immunomodulatrices et antiallergiques (Payne et
Adcock, 2001). lls sont trés puissants et permettent de contrdler l'inflammation quand elle
devient sévere ou qu'elle se déclenche sans raison apparente, comme dans les maladies dites

inflammatoires (polyarthrite rhumatoide, allergies séveres, etc.) (Boulanger, 2017).

Cependant, leur désavantage est qu'ils réduire la capacité la défense de I’organisme et de
provoquer des troubles qui peuvent étre aigues (hypertension artérielle, dérégulation de la
synthese naturelle de glucocorticoides, ulcére gastroduodénal...) ou chroniques tel que

I’ostéoporose, les cataractes et la prise de poids (Mayouf, 2019).

2.5. Anti-inflammatoire d’origine végétale

2.5.1. Effet des polyphénols sur I’inflammation
Plusieurs études démontrent que les polyphénols ont des propriétés thérapeutiques
intéressantes pour lutter contre I'inflammation. Contrairement aux médicaments traditionnels
qui ciblent un récepteur spécifique, les polyphénols ont plusieurs modes d'action. lls peuvent
inhiber la production d'acide arachidonique et bloquer les voies de la cyclooxygénase et la

lipoxygeénase, qui sont des eléments clés de la réponse inflammatoire (Yoon et Baek, 2005).

2.5.2. Effet des flavonoides

Plusieurs recherches ont démontré que les flavonoides ont des effets pharmacologiques,
notamment anti-inflammatoires, en inhibant des enzymes régulatrices importantes. En effet,
certains flavonoides sont de puissants inhibiteurs de la production de prostaglandines, qui sont
des molécules pro-inflammatoires trés actives. Ce résultat serait di a la réduction du
métabolisme de l'acide arachidonique en inhibant la lipooxygénase, la cyclooxygénase et la
phospholipase A2 (Manthey,2000).
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Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire de Génétique Biochimie et Biotechnologie
Végétales, Université Fréres Mentouri Constantine 1.

Le but de notre travail est d’évaluer I’activité antibactérienne et anti-inflammatoire des extraits

de Bunium crassifolium et Oenanthe fistulosa.

Cette recherche vise a explorer les propriétés thérapeutiques des composés naturels présents
dans les plantes en vue de développer de nouveaux médicaments ou thérapies alternatives pour

traiter les infections bactériennes et les processus inflammatoires.
1. Matériel végetal
Différents extraits de deux plantes en 1’occurrence Bunium crassifolium et Oenanthe
fustulosa ont éte utilisés pour 1’évaluation des activités antibactérienne et anti-inflammatoire.

Ces extraits nous ont été fournis directement par le laboratoire de Génétique Biochimie et

Biotechnologie Végétales.

> Les extraits testés

Un total de cing extraits des plantes étudiees ont fait 1’objet de nos études (tableau 7).

Tableau 7 les différents extraits des plantes étudiées

Les extraits
1 N-butanol précipité d’Oenanthe fistulosa
2 Acetate d’éthyle d’Oenanthe fistulosa
3 Dichloromethane CH2Clzd 'Oenanthe fistulosa
4 N-butanol 1 d’Oenanthe fistulosa
5 Méthanol 100% de la Partie aérienne de Bunium crassifolium
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Figure 21 Les extraits utilisés

2. Activité antibactérienne

> Les souches bactériennes utilisées

Pour démontrer I’activité antibactérienne des différents extraits des deux plantes étudiées,

trois souches bactériennes de référence de type ATCC ont été utilisées (deux bactéries a Gram-

et une a Gram+) (tableau 8).

Tableau 8 Les souches bactériennes testées.

Bacteérie Gram Origine
Staphylococcus aureus + ATCC 6538
Escherichia coli - ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa - ATCC 27853

2.1.  Test de diffusion (methode des disques)

Le test de diffusion est une méthode utilisée en microbiologie pour évaluer l'efficacité

antibactérienne d'une substance.

Le principe de base repose sur la diffusion des agents antibactériens de différentes

concentrations dans un milieu gélosé. Aprés un certain temps de contact entre les composés

antibactériens et la souche bactérienne, I’effet du produit antibactérien est apparu comme une

zone d’inhibition autour du disque. En fonction du diamétre d’inhibition, la souche est

considérée soit sensible, tres sensible, extrémement sensible ou bien résistante (Biondi et al.,
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1993).

2.2.  Revivification des souches

Les tests antibactériens doivent étre réalisés a partir de cultures jeunes de 18h a 24heures
en phase de croissance exponentielle. La réactivation des souches a été effectué par
ensemencement de chaque espece bactérienne en stries sur la surface de la gélose nutritive
préalablement coulée et solidifiée dans les boites de Pétri. Une incubation a I’étuve, 18h a 24h, a

une température 37°C est réalisée (Moroh et al., 2008) (Figure21).

Figure 22Les trois souches bactériennes testées (E.coli, Pseudo, Staph)( photo personnelle)

2.3.  Préparation des disques

Une feuille de papier Wattman N°3 est coupée en disques de 6mm de diamétre. Ensuite

ils sont mis dans un tube en verre, et stérilisés a ’autoclave et conservés jusqu’a I’utilisation.

2.4.  Stérilisation de matériel

Le matériel de travail a d'abord été stérilise (les tubes a essai, les disques en papiers
Wattman de 6 mm, la gélose Muller Hinton, les Eppendorf, les embouts des micropipettes) dans
un autoclave a 121°C pendant 15 minutes ainsi que par les rayons UV de la hotte et du bec

benzéne.

2.5.  Milieu de culture

Le milieu de culture utilisé est le Muller-Hinton qui est le milieu le plus employé pour les

tests de sensibilité aux agents antibactériens.

31



Chapitre 1 : matériel et méthodes

La gélose est bouillie jusqu'a la dissolution compléte dans un bain marie, le milieu de culture

est par la suite coulé dans les boites de Pétri, puis laissé se refroidir (Figure 22).

Figure 23 milieu de culture Muller-Hinton coulé (photo personnelle, 2024)

2.6.  Préparation des dilutions des extraits de plantes

Les extraits des plantes B.crassifolium et O.fistulosa ont été dissous dans le diméthyle

sulfoxide (DMSO), un solvant qui n'a aucun effet sur les bactéries, comme cela a été démontré
dans des études antérieures.

Les différentes concentrations ont été préparées en effectuant des dilutions successives (SM, Y2,

Ya,Y%),sachant que la concentration de la solution meére de chaque extrait est de 100 mg/mL
(Figure23).

Figure 24 Préparation des dilutions (photo personnelle, 2024)
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2.7.  Préparation de la suspension bactérienne

Des suspensions bactériennes des souches a tester sont préparées a partir des cultures
pures de 24 h sur milieu d’isolement, en raclant a I’aide d’une anse de platine quelques colonies
bien isolées de chaque espéce bactérienne (Figure 24), qui sont par la suite introduites dans un
tube contenant de 1’eau physiologique (0,9 % Nacl). Une homogénéisation de la suspension
bactérienne a 1’aide d’un vortex pendant quelques secondes est effectuée. La suspension

bactérienne doit étre trouble avec une densité de 0,5 Mcfarland (Mohhamdi, 2006).

Figure 25 Préparation de la suspension bactérienne (photo personnelle, 2024)

2.8. Ensemencement de la gélose

La Muller Hinton (MH), fondue et stérilisee a 120°C, dans un autoclave est versee dans

des boites de pétri prés du bec bunsen (Les géloses sont séchées avant emploi).

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne. L’essorer en le pressant
fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de le décharger au maximum.
Frotter 1’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries serrées
(Figure 25).

L’opération est répétée deux fois, en tournant la boite de 60° & chaque fois sans oublier de faire
pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. Finir ’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la
périphérie de la gélose. Les boites de Pétri sont finalement placées a 4°Cpendant 1h avant de

déposer les disques.
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Figure 26 Ensemencement de la gélose (photo personnelle, 2024)

2.9. Dépobt des disques

A proximité du bec Bunsen et en utilisant une pince stérile, les disques contenant 10pl
d'extrait sont placés sur la gélose déja ensemencée. En laissant un espace entre chaque disque,

un disque imprégné de DMSO est utilisé comme témoin (Figure 26).

Les boites de Petri sont ensuite fermées hermétiquement et incubées dans 1’étuve a 37°C
pendant 24h.

Figure 27 Dép6t des disques (photo personnelle, 2024)

2.10. La lecture

Les données des tests de diffusion ont été analysées en mesurant les diametres des zones
d'inhibition autour des disques aprés 24 heures d'incubation. Les résultats sont exprimés en

fonction du diamétre de la zone d'inhibition (Ponce et al., 2003).
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e Pour les souches non sensibles (-) ou résistantes : le diametre est inférieur a 8 mm.
e Pour les souches sensibles (+) : le diamétre est compris entre 9 et 14 mm.
e Pour les souches trés sensibles (++) : le diamétre est compris entre 15 et 19 mm.

e Pour les souches extrémement sensibles (+++) : le diamétre est supérieur a 20 mm.

3. L’activité anti-inflammatoire in-vitro

3.1. Principe

L'effet anti-inflammatoire in vitro des différents extraits de Oenanthe fustulosa L. est
déterminé en utilisant le test d'inhibition de la dénaturation de I’Albumine de Sérum Bovine
(BSA) selon le protocole de Kandikattu (2013).

Brievement une gamme de concentrations de chaque extrait allant de 0 a 10 mg/mL, est
réalisée. 1mL de chaque dilution est ajouté a 1 mL de la solution de BSA a 0,2 % préparée dans
le Tris-HCI (0,05 M a pH 6,6). Le mélange est ensuite incubé a 37 C ° pendant 15 min puis a
72°C pendant 5 min. A la fin de I’incubation, et aprés I’avoir vortexe, le mélange est refroidi

rapidement, puis la turbidité est mesurée a 660 nm a I’aide d’un spectrophotometre.

Pour chaque concentration d’extrait, un blanc constitué de 1mL d’extrait et de 1mL de Tris-Hcl
(0,05 M a pH 6,6) est preparé. Ce blanc a pour but de soustraire ’absorbance de I’extrait et du

Tris-Hcl des résultats obtenus.

Dans ce test, le diclofénac a été utilisee comme anti-inflammatoire de référence.
L’évaluation de son activité anti-inflammatoire a été effectuée dans les mémes conditions
opératoires que celles appliquées aux échantillons. Le pourcentage d'inhibition de Ila
dénaturation de l'albumine sérique bovine (BSA) a été déterminé en utilisant la formule

suivante :

%d'inhibition = [(A contrble — A test) / A contrble] x 100
A contr6le : absorbance de blanc

A test : absorbance de I’échantillon.
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Figure 28 : le mélange avant l'incubation a 72°C.

Figure 29 spectrophotometre.
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1. Evaluation de I’activité antibactérienne

«» Activité antibactérienne des extraits concentrés et dilués :

L’étude de ’activité antibactérienne a été réalisée par la technique de diffusion sur milieu
solide. Cette technique nous permet une estimation qualitative de I’effet antibactérien des
extraits en mesurant les diametres de la zone d’inhibition, en millimétre (mm) des disques

contenant un volume d’extrait veégeétal a une concentration prédefinie (figure 27).

Les résultats sont présentés dans et les figures (28, 29, 30, 31, 32).

-
o T

Figure 30 L’activité antibactérienne des extraits sur les souches testées

Activité antibactérienne de l'extrait butanol précipité(

Oenanthe fistulosa)
10
| 1l
0

E.coli staph pseudo

EDMSO mSM m{1/2) m{1/4) m{1/8)

Figure 31 Activité antibactérienne de I'extrait butanol précipité (Oenanthe fistulosa)
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Activité antibactérienne de 'extrait acetat ET ( Oenanthe fistulosa)
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Figure 32 Activité antibactérienne de I'extrait acetate d’ethyle (Oenanthefistulosa)

Activité antibactérienne de I'extrait CH,CL, ( Oenanthe fistulosa)

E,coli staph pseudo

EDMSO mSM m{1/2) m{1/4) m(1/8)

Figure 33 Activité antibactérienne de I'extrait CH2CL2 ( Oenanthefistulosa)

Activité antibactérienne de 'extrait butanolique ( Oenanthe

fistulosa)
E,coli staph pseudo

mDMSO mSM m{1/2) m{1/4) m{1/8)

Figure 34 Activité antibactérienne de I'extrait butanolique ( Oenanthefistulosa)
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Activité antibactérienne de I'extrait MEOH ( Bunium
crassifolium)

EDMSO ESM m(1/2) m(1/4) m(1/8)

Figure 35Activité antibactérienne de I’extrait Methanolique( Bunium crassifolium)

A partir des résultats exprimés dans les figures :

On constate que Staphylococcus aureus est la souche la plus sensible a /’extrait d’Oenanthe
fistulosa. L (acétate d’éthyle) avec les concentrations SM, 1/2 dont les valeurs du diametre
d’inhibition atteints (11, 10) mm, respectivement. Pseudomonas aeruginosa montre une
sensibilité au méme extrait avec la concentration SM et 1/2 dont le diametre d’inhibition est
de (11,10) mm. Escherichia coli montre aussi une sensibilité avec la concentration SM et 1/2
dont le diametre d’inhibition est de (9,9) mm. Pour I’extrait n-butanolique (Oenanthe
fistulosa), la souche la plus sensible est Escherichia coli dont les diametres d’inhibition sont
de (11et10) mm avec les concentrations SM et 1/2. Pseudomonas aeruginosa montre aussi
une sensibilité avec la concentration SM et 1/2 dont le diametre d’inhibition est de (9,9) mm.
Le méme extrait n’exerce aucun effet inhibiteur sur Staphylococcus aureus.

L'extrait acétate d'éthyle présente une efficacité moyenne contre les trois souches. Cependant,
I’extrait n-butanolique est efficace contre Staphylococcus aureus et Escherichia coli.

Selon les résultats précédents, on peut déduire que I’extrait acétate d'éthyle présente une
activité antibactérienne plus efficace que I'extrait n-butanolique.

L’extrait n-butanol précipité posséde une activité antibactérienne avec la concentration initiale
(SM) envers la souche bactérienne Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli dont les
valeurs du diamétre d’inhibition atteints sont (10 et 8) mm, respectivement. Les autres
dilutions ne possédent aucune activité antibactérienne (diameétre inférieur a 8 mm). Tandis que

I’extrait dichloromethane CH2CL2 d’Oenanthe fistulosa possede une activité

38



Chapitre 2 : Résultats et Discutions

antibactérienne envers les trois souches bactériennes avec les concentrations initiales (SM)
(un diamétre de 9 mm).

L'extrait dichloromethane CH2CL2 présente une efficacité moyenne contre les trois souches.
Cependant, I’extrait n-butanol précipité est efficace contre Pseudomonas aeruginosa et
Escherichia coli. Selon les résultats précédents, on peut déduire que I’extrait dichloromethane
CH2CLZ2 présente une activité antibactérienne plus efficace que I'extrait n-butanol précipité.
L’extrait MeOH de I’espéce Bunium crassifolium posséde une activité antibactérienne envers
les souches (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, pseudomonas aeruginosa), avec la
concentration initiale (SM) dont les valeurs du diametre d’inhibition atteints sont (9, 9, 8) mm,
respectivement. Les autres dilutions ne possédent aucune activité antibactérienne (diamétre
inférieur a 8 mm).

Donc lextrait dichloromethane CH2CL2 présente une efficacité moyenne contre les trois
souches testées.

En comparant nos résultats a ceux de (Chaibeddra, 2020) qui ont testé I’extrait d’acétate
d'éthyle et n-butanolique de la plante Oenanthe virgata Poiret, ou il a enregistré que I’extrait
acetate d’éthyle a une activité antibactérienne contre trois bactéries, tandis que P’extrait
butanolique a une activité antibactérienne contre une seule bactérie. L’extrait acétate d’éthyle
présente une bonne inhibition contre Pseudomonas aeruginosaet Staphylococcus aureus, et
aucun effet n'a été montré contre E.coli (le diametre de la zone d'inhibition : Pseudomonas
aeruginosa = 20 mm, Staphylococcus aureus=16 mm). En revanche, n-Butanol présente une
inhibition modérée contre Pseudomonas aeruginosa (le diamétre de la zone d'inhibition :
Pseudomonas aeruginosa =11mm).

On trouve que notre extrait d’Oenanthe fistulosa présente une activité antibactérienne moins
importante comparativement aux extraits d’Oenanthe virgata Poiret.

Dans une autre étude qui est faite par Karouche et al., (2020) sur I’extrait méthanolique de la
plante Bunium mauritanicum, ce dernier a réagi positivement sur les deux souches de référence
. Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa, ces dernieres possedent des zones
d’inhibition de diametres qui varient entre 8 et 12mm. Les résultats que nous avons obtenus sont
plutét comparables a ceux de cette étude.

Les résultats obtenus indiquent que la présence d’une activité antibactérienne dans les extraits
de la plante bunium crassifolium et oenanthe fistulosa est due a la présence de différents
composants chimiques tels que les alcaloides, flavonoides, phénols, saponines, stéroides, tanins,

et terpénoides.
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L’apparition d'une zone d'inhibition autour du disque de papier imprégné avec les extraits bruts
étudiés indique une action bactériostatique. Le diamétre de la zone d'inhibition varie d'une
bactérie a l'autre et d'un extrait a l'autre. Conformément aux informations rapportées dans la
littérature, nous avons établi qu'un extrait a une action bactériostatique si son diamétre

d'inhibition est supérieur a 8 mm (Marjorie, 1999).

Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire

Pour évaluer I’effet anti-inflammatoire de deux extraits d’Oenanthe fistulosa, nous
avons réalisé in vitro un test d’inhibition de la dénaturation thermique du BSA. Les résultats
obtenus (Figure 33) ont été ensuite comparés a ceux obtenus dans les mémes conditions pour

I’anti inflammatoire commerciale le diclofénac sodium.

activite anti-inflammatoire

120
100

80

60

40

N

0

250 pg/ml 125 pg/ml 62,5 pg/ml 31,25 pg/ml
Concentration
N ACEt ®N-butpréc Diclofénac ®mColonnel ™ Colonne2

Figure 36 Pourcentage d’inhibition de la dénaturation protéique des deux extraits comparés au standard

La capacité de différents extraits d’inhiber la dénaturation de la BSA a été estimée. Les
résultats obtenus montrent que les deux extraits possedent un effet inhibiteur vis-a-vis de la
dénaturation de la BSA. L’évaluation du pourcentage d'inhibition montre que l'extrait
d’Acétate d’éthyle et de N-butanol précipité d’Oenanthe fistulosa posséde une activité anti-
inflammatoire in vitro a la dose del25, 62.5, 31.25ug/ml plus élevée par rapport la solution
standard de diclofénac dans les mémes concentrations. Par contre dans la concentration 250
pg/ml le diclofénac présente une inhibition maximale de la dénaturation des protéines a un
pourcentage de 99.23 %, et le pourcentage d’inhibition pour I’extrait de n-butanol précipité a
la méme concentration reste relativement proches de 96.41 %, tandis que le pourcentage

d’inhibition pour I’extrait d’Acétate d’éthyle est de 84.35%.
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Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation par I’extrait de n-butanol précipité est
supérieur comparativement a I’extrait d’acétate d’éthyle et proche a celui de I’anti-

inflammatoire de référence(diclofénac).

La comparaison entre les pourcentages d’inhibition de la dénaturation des protéines de
I’extrait d’Acétate d’éthyle d’Oenanthe virgata Poiret ou il a enregistré une protection de
I’ordre de (81,58%) dans I’étude de (Chaibeddra, 2020) et I’extrait n-butanol d’Oenanthe
virgata Poiret était inefficace. On trouve que notre extrait d’Oenanthe fistulosa présente une
protection relativement supérieure.

La dénaturation des protéines est définie comme un processus di a des facteurs externes tels
que la chaleur, un acide fort ou une base forte, un solvant organique ou un sel inorganique
concentre, ce qui signifie que la structure tertiaire et la structure secondaire de la protéine sont
désorientées (Dharmadeva et al, 2018). La dénaturation des protéines est I'un des
événements bien connus qui provoquent des maladies inflammatoires et arthritiques. Dans
certaines maladies arthritiques, la production d'auto-antigénes peut étre causée par la
dégradation des protéines qui se produit dans le corps (Chandra et al, 2012).

D’aprés nos résultats, nous constatons que les deux extraits (Acétate d’éthyle et N-butanol
précipité) d’Oenanthe fistulosa étaient capables de contréler la dénaturation des protéines et
donc d’inhiber la production d’auto- antigénes. L'activité inhibitrice de la dénaturation de la
BSA peut étre attribuée a la présence de différents composés bioactifs tels que les flavonoides

dans les extraits. On peut conclure que les extraits bruts possédent un effet anti-inflammatoire.
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Les plantes médicinales restent et resteront encore longtemps une source fiable de

principes actifs pour leurs propriétés thérapeutiques.

La présente étude a été menée pour évaluer l'activité antibactérienne et anti-inflammatoire des
extraits, d'acétate d'éthyle, n-butanolique, n-butanol précipité, dichlorométhane et du méthanol
de deux plantes appartenant a la famille des apiaceae. Ces extraits ont été testés contre trois

bactéries pathogenes : Escherichia coli, Staphylococus aureus, Pseudomonas aeruginosa.

L’évaluation de I’activité antibactérienne de ces extraits dans la perspective de développer de
nouveaux antibiotiques naturels a différentes concentrations contre les souches bactériennes
testées a révélé que les extraits des plantes étudiées possedent un effet inhibiteur plus ou

moins important.

Cette étude met en évidence le potentiel des extraits d'Oenanthe fistulosa et de Bunium
crassifolium en tant que sources d'agents antibactériens naturels. Leur capacité a inhiber la
croissance de bactéries pathogenes communes suggere qu'ils pourraient étre explorés
d’avantage pour le développement de nouveaux traitements antibactériens. Toutefois, des
études supplémentaires sont nécessaires pour comprendre les mécanismes d'action spécifiques

de ces extraits et pour évaluer leur efficacité in vivo.

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire des extraits bruts d'acétate d'éthyle et de n-
butanol précipité d'Oenanthe fistulosa montre que ces derniers présentent un potentiel
prometteur en tant qu'agents anti-inflammatoires naturels. Leurs effets inhibiteurs sur la
dénaturation des protéines suggerent qu'ils pourraient étre explorés davantage pour le
développement de traitements contre les maladies inflammatoires et arthritiques. Toutefois,
des études supplémentaires sont nécessaires pour identifier les composés actifs spécifiques et

comprendre leurs mécanismes d'action exacts.

L’ensemble de ces résultats obtenus ne constituent qu’une premiere étape dans la
recherche de substances d’origine naturelle biologiquement active, c’est pour cela il serait
donc important d’approfondir les recherches sur ces deux plantes intéressantes et les

perspectives qui en résultent sont les suivantes :
e |l serait important d'isoler et d'identifier les composés bioactifs responsables
de l'activité antibactérienne et anti-inflammatoire observée dans les extraits d'Oenanthe

fistulosa et de Bunium crassifolium.
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e Des études in vivo seraient nécessaires pour évaluer l'efficacité des extraits
dans des modéles animaux contre les maladies inflammatoires et infectieuses.
e Des recherches pourraient également étre menées sur la synergie entre les extraits
et d'autres agents antimicrobiens ou anti-inflammatoires, tels que les antibiotiques
ou les anti-inflammatoires conventionnels.
o Des études approfondies sur la sécurité et la toxicité des extraits, notamment a

long terme et a des doses plus élevées.
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Résumé

Les recherches actuelles se concentrent principalement sur I'exploration des molécules
naturelles ayant des propriétés anti-inflammatoires et antibactérienne. C’est dans cette optique
que nous nous sommes intéressés a deux plantes médicinales (Oenanthe fistulosa L. et Bunium
crassifolium Batt.) de la région du nord-est de I'Algérie. L objectif de cette étude consiste a
évaluer I’activité antibactérienne des extraits : n-butanol, acétate d’éthyle, n- butanol précipité
et dichlorométhane de I’espece Oenanthe fistulosa et I’extrait méthanol 100 % de I’espece
Bunium crassifolium, en utilisant la méthode de diffusion en milieu solide a partir des disques
imprégnés avec différentes concentrations d'extraits sur trois types de bactéries : une & Gram+
(Staphylococcus aureus) et deux a Gram- (Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa).
L’activité anti-inflammatoire qui est basée sur la capacité de ces deux extraits (Acétate d’éthyle
et n- butanol précipité) d’Oenanthe fistulosa a réduire la dénaturation thermique des protéines a

été egalement évaluée.

L'extrait d'acétate d'éthyle d'Oenanthe fistulosa montre une activité antibactérienne plus
efficace comparée aux autres extraits, bien qu'il présente une efficacité moyenne. Les extraits
de n-butanol précipité et de dichloromethane CH2CI2 montrent des activités antibactériennes
notables mais limitées. L'extrait de methanol de Bunium crassifolium montre une activité

modérée contre toutes les souches a la concentration initiale.

Les deux extraits présentent une capacité intéressante pour réduire le taux de la dénaturation
des protéines, un taux d’inhibition maximal a été enregistré avec une valeur de 96.41% a la
dose 250ug/ml pour I'extrait n- butanol précipité, tandis que l'extrait acétate d'éthyle a obtenu

une valeur de 84,35% a la méme dose.

Les résultats obtenus contribuent a prouver l'efficacité d’Oenanthe fistulosa et Bunium
crassifolium dans I’inhibition de la croissance de certaines bactéries pathogénes. Les tests ont
également montré que la plante Oenanthe fistulosa a des propriétés anti-inflammatoires qui la

rendent intéressante pour le traitement de I’inflammation.

Mots clés :Oenanthe fistulosa, Bunium crassifolium, activité antibactérienne, activité anti-

inflammatoire.



Résumé

Abstract

Current research primarily focuses on exploring natural molecules with anti-inflammatory and
antibacterial properties. In this context, we have become interested in two medicinal plants,
Oenanthe fistulosa L. and Bunium crassifolium Batt., from the North-eastern Algeria region.

The objective of this study is to evaluate the antibacterial activity of extracts: n-butanol, ethyl
acetate, precipitated n-butanol, and dichloromethane from Oenanthe fistulosa and the 100%
methanol extract from Bunium crassifolium. This is done using the agar diffusion method with
discs impregnated with different concentrations of extracts on three types of bacteria: one Gram-
positive (Staphylococcus aureus) and two Gram-negative (Escherichia coli and Pseudomonas
aeruginosa). The anti-inflammatory activity, based on the ability of these two extracts (ethyl
acetate and precipitated n-butanol) from Oenanthe fistulosa to reduce thermal denaturation of
proteins, was also evaluated.

The ethyl acetate extract of Oenanthe fistulosa shows more effective antibacterial activity
compared to the other extracts, although it exhibits moderate efficacy. The precipitated n-
butanol and dichloromethane (CH2CI2) extracts show notable but limited antibacterial
activities. The methanol extract from Buniumc rassifolium shows moderate activity against all
strains at the initial concentration.

Both extracts exhibit a significant ability to reduce the rate of protein denaturation, with a
maximum inhibition rate recorded at 96.41% at a dose of 250 pg/ml for the precipitated n-
butanol extract, while the ethyl acetate extract achieved a rate of 84.35% at the same dose.

The results obtained contribute to proving the efficacy of Oenanthe fistulosa and Bunium
crassifolium in inhibiting the growth of certain pathogenic bacteria. The tests also showed that
the plant Oenanthe fistulosa has anti-inflammatory properties that make it interesting for the
treatment of inflammation.

Key words: Oenanthe fistulosa, Bunium crassifolium, antibacterial activity, anti-inflammatory

activity.
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Les recherches actuelles se concentrent principalement sur I'exploration des molécules naturelles ayant des
propriétés anti-inflammatoires et antibactérienne. C’est dans cette optique que nous nous sommes intéressés a
deux plantes médicinales (Oenanthe fistulosa L. et Bunium crassifolium Batt.) de la région du nord-est de
I'Algérie. L’objectif de cette étude consiste a évaluer I’activité antibactérienne des extraits : n-butanol, acétate
d’éthyle, n- butanol précipité et dichlorométhane de I’espéce Oenanthe fistulosa et 1’extrait méthanol 100 %
de I’espece Bunium crassifolium, en utilisant la méthode de diffusion en milieu solide a partir des disques
imprégnés avec différentes concentrations d'extraits sur trois types de bactéries : une a Gram+
(Staphylococcus aureus) et deux a Gram- (Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa). L’activité anti-
inflammatoire qui est basée sur la capacité de ces deux extraits (Acétate d’éthyle et n- butanol précipité)
d’Oenanthe fistulosa a réduire la dénaturation thermique des protéines a éte également évaluée.

L'extrait d'acétate d'éthyle d'Oenanthe fistulosa montre une activité antibactérienne plus efficace comparée aux
autres extraits, bien qu'il présente une efficacité moyenne. Les extraits de n-butanol précipité et de
dichloromethane CH2CI2 montrent des activités antibactériennes notables mais limitées. L'extrait de méthanol

de Bunium crassifolium montre une activité modérée contre toutes les souches a la concentration initiale.

Les deux extraits présentent une capacité intéressante pour réduire le taux de la dénaturation des protéines, un
taux d’inhibition maximal a été enregistré avec une valeur de 96.41% a la dose 250ug/ml pour l'extrait n-

butanol précipité, tandis que l'extrait acétate d'éthyle a obtenu une valeur de 84,35% a la méme dose.

Les résultats obtenus contribuent a prouver l'efficacité d’Oenanthe fistulosa et Bunium crassifolium dans
I’inhibition de la croissance de certaines bactéries pathogénes. Les tests ont également montré que la plante
Oenanthe fistulosa a des propriétés anti-inflammatoires qui la rendent intéressante pour le traitement de

I’inflammation.
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