Républigue Algérienne Démocratique et Populaire
aladl cadl g ) anait) 30 3 g
Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique _
g il daa agdd) daaly e v
Université Echahid Hamma Lakhdar -El OUED
Sliall g dagudal) o gle 44l
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie
A s Ay sl L sl gl
Département de biologie Cellulaire et Moléculaire

MEMOIRE DE FIN D’ETUDE

En vue de I’obtention du diplome de Master Académique en Sciences biologiques

Spécialité : Biochimie Appliquée

THEME

Présenté par:
ABADLI Khawla

MENAGUER Imane

Membres de Jury:

Président : TLILI Mohammed Laid M.C.B Université d’El Oued
Examinatrice : ZEGHIB Khaoula M.A.B Université d’El Qued
Promoteur : LAICHE Ammar Touhami M.C.A Université d’El Qued

Année universitaire 2021/2022



En premier lieu, je remercie Allah tout puissant de m” avoir donné Ie
courage et sant¢ pour réaliser cette étude Je tiens 4 remercier vivement
Mr. Ie docteur LAICHE Ammar Touhami pour m avorr encadrée, Merci
d’ ayoir toujours été disponible et pour m’ ayoir guidé par vos conseils
et orientations, pour SEs précieuses remarques constructives et son Survi

pour mener 4 terme cette étude

Mes remerciements sont aussi pour Mr. Je docteur
TLILI Mohammed Laid, qui m’ a fait1’ honneur de présider
ce Jury de mémoire,
4 Mme. Le docteur ZEGHIB Khaoula pour avoir acceptés d’ examiner ce
mémoire
Nos remerciements yont également 4 tous les membres des Laboratoires
du Notre faculté
Mes remerciements sont aussi pour tous ceux qui m’ ont aidé de prés ou
de loin 4 élaborer cette modeste étude

Nous remercions également fous nos amis et collégues de 1a promotion de

Biochimie 2021/2022



K4 @ec[zcace

y . ; i
A Caide dé dieu tout puzssant ,quz m a thce

|

teb

yé

vie, j ai pu réaliser ce tnwaz[ que jed 3 0

: ‘ t‘ - ‘_‘l

| 3!
ﬂliz[umzerec{emesyew(, l’omﬁrec{emespaset)%ﬁ ﬁgyr, e-72

. ny r ! 1
‘ ma ‘Vie- A' " s N l “ y
Mes chers' 71115, qui ont sacrifié leur vie pour notre réussite,
_qui m’ont encouragé a étre ce que je suis, avec tant d amour.
\ A mes chéres sceurs } ;
\
) A me cher frére
v A mes trés chére amis : g :
; ; ;
."/‘
A tous ceux_ qui me sont chets.
: A tous ceux qui aiment [a science.
Je dédie ce modeste mém'oy
’ S - - o /
> Y g & )" . ‘—""'/
] 28 * e IMM
o ) O ’



cgle A8 56l S ) cpen I e MJJ al ol i
bl 08 0505 ¥ g5 “"““&fhwa? L
RCY R U PO B
sl aiea I

i d..z.liﬂ\S&Y\va'édgﬁ‘)‘;_‘y_]n"&#ﬁuh&w\&ﬁgzﬂ ) alh G s o C}“@A.&‘,J\
) e ek

alasd (geed (e I
i L s e s R ladl S LS G
gt Y e g g e
v Ands Gyl 8 a8 81 (g sl syl galil) e 5 clie DU ¢l g pla¥) i A8S )
Al (Dla s LG
..... i iy o 48l il o0 K36 5 ) 15 0

7 NN

<

R

..... odlall el 52 Y

y///



SOMMAIRE




Sommaire

Sommaire
Remerciements
Dédicace
SOMMAIRE
LISTE DES FIGURES
LISTE DES TABLEAUX
LISTE DES ABREVIATIONS
INTRODUGCTION ...ttt e s e e st e e st e e e st e e e sas e e e nbeeeneeeaneeeannes 1
PREMIERE PARTIE : Synthése bibliographique
CHAPITRE I: Métabolites secondaires

1. PlanteS METICINGIES ......c.ocveieiiicie ettt re e ne e e e e 3
1.1 Définition des plantes MEdICINAIES :.........ccoieriiiriiiieiec e 3
1.2. Définition de 1a phytotherapie ©.........cooeiiiiii e 3
1.3. Lamédecine traditionnelle :..........ooioiiieie e 3
1.4.Utilisation des plantes médicinales en AIGEIIE .........cccoviiriiriiieniise e, 4
2. MEtaDOlIteS PrIMAITES ... .ottt 5
3. MELADOIItES SECONTAITES .....evvevieiieiieie ettt bbb 5
3L DATINITION ..ttt b bbbt e et e bbb bbb neene e 5
3.2. Classification des métabolites SECONUAITES & ......cveveriiriiieiiierie e, 5
3.2.1. 165 cCOMPOSES PRENOIIGUES .......vveiieiecie ettt nre e are s 5
3.2.2. FIAVONOTUES ...ttt sttt e et bbb be e ne et e e 9
3.2.3. SAPONINES ...veveeiteete ettt et e et et e e te et et e e h e et e e e e be e be et e be e reere e re e teenaenreereanes 10
T S I 01 PSSRSO 10
3.2.5. LES LEIPENOIAES. .....ee ettt ettt e e re et be et e e reeneenes 11
3.2.6. LS AICAIOTURS ...ttt 12
4. Activités biologiques des métaboliteS SECONAAITES ...........ccvevveiieiiieieiie e 13

CHAPITRE I1: Généralités sur les plantes etudiées

1. Familles des EUPNOIDIACEAE ...........oiviiiiiiiiccee s 16
1.1. Description du genre d’Euphorbia ...........ccooiiiiiiiiiiiicc e 16
1.1.1. POSITION SYSTEMATIGUE ... .cuvieieitiitiiic ettt bbbt 17
1.1.2. Utilisation en médecine traditionnelle...........cooooiiiiiiiiiiiiee e 17
2. Famille des AmarantNacae .........ccocveveriiiiiiiieiee e 18

2.1. Description de I'espéce Anabasis 0ropPediSAUM.........ccviiiriririeieie e 18



2.2. POSItION SYSIEMALIGQUE ......ecuveiierieieie ettt sttt ene e s 19
2.3. Utilisation en médecine traditionnelle...........c.coooieiiiiiiiiiiccccee e 19
DEUXIEME PARTIE: Etude expérimentale
CHAPITRE | : Matériels et Méthodes

MaLErielS €f MENOUES ........oveieiei ettt ne e 21
IV (= T SO PRPSPRRPI 22
1.1, Matériel DIOIOGIGUE ........ooviiiiieeecie et 22
1.1.0. MAtEriel VEQELAL. ..ot 22
1.1.2. MicroorganiSmeS ULHTISES. ......ccviiiiiiiieeieieie ettt 22
1.1.2.1. StaphylocOCCUS EPIABIMITIS .....c.viiviiieiiieiieiei ettt 22
1.1.2.2. StaphylOCOCCUS QUIBUS .......cveiiieivieiecie st eite et ste ettt ste e s te e ra e te e sraesreennenns 23
1.1.2.3. PSEUAOMONAS GEIUGINOSA. .....vecvvereerreaiiesieetesstesseesteessesseesseaseesseesseessesseesseessesseesseensenses 23
1.1.2.4. ESNEIICHIA COlT..viiviiiiiiieiieieie ettt 23
1.1.2.5. Candida @IDICANS .......cveviiiiiiiiie ittt 24
1.1.3. Matériels de [aD0ratoire. ........ccoiiiiiiiiiiceie e 24
2. IMBTNOUES ...t bbbttt bbbt 25
2.1. Protocole d’extraction des composés pheénoliques.........cccvvvviviiiiiieiiiie i 25
2.2. Rendement d’EXIIraCtION ....uvieiviiiiiieeiiieesiie ettt ettt e e ssb e e e e be e e nnee e e 26
2.3. Screening PhYLOCHIMIQUE .........oii i 28
A N S T o Lo [ 1S] o [OOSR 28
2.3.2. AlCAIOTAES......oveee ettt et 28
0 T T I 110 LSS 28
2.3.5. SEEIOIS B tHTEIPENES ...ttt 28
2.3.6. ANTNOCYANES ...ttt bbbttt bbb 29
2.4. Analyse quantitative des composées PRENOTIQUES.........ccvveveererieiresieiee e 29
2.4.1. Dosage de polyphE&N0IS tOLAUX ........ceiveiriiiiieieie e 29
2.4.2. D0Sage de FIaVONOTUES. .......cveieiiieiiesiisiese e e 29
2.5. Etude de l'activité antimicrobienne des exXtraitS..........ccoovevvrieeriesiesieere e 29
2.5.1. Préparation des dilutions des extraits (CONCENIation)............ccevvereerererenenienieseeeeeens 29
2.5.2. Préparation le milieu du CUITUIE ..........coiiiiiii e 29
2.5.3. Préparation dS QISQUES .......cueueuerierteiiisiesiieieeie ettt bbbt 29
2.5.4, INOCUIUM ...ttt ettt b et n et e et esne e nre e e nres 30

A T T = £ FY =T 0 T a1 0 T | TP 30



2.5.6. INCUDALION L IECTUIE ... e 30
CHAPITRE Il:Résultats et Discussion

1. ReNdement d'eXErACTION ......c..oviieiiiiei ittt 33
2. Screening PRYLOCHIMIGUE ..........oiiiiiiiieiti it 34
3. Analyse quantitative de COMPOSES PRENOIIGUES .........coveeriiriiieiieeese e 36
3.1. Dosage des POlYPhENOIS tOTAUX .......c.eiviirririiriiiieiie e e 36
3.2. D0Sage des FIaVONOTUES .........cueiiiiieitiitieieei et 38
4. Activités antimicrobienne des eXIraIS .........ccocooeiiiiiinerere e 40
CONCIUSION......eiee et bbbttt e b bbbttt nes 45
Réferences bibDHOGraphigUES .........c.oiiieiiiiee s 48
AANINEXES ...ttt ettt ekttt b et h e R e E e e ARt e Rt e AR e R et e Rt e Re e E e e Ee e anr e e nne e nns 64

Résumé



LISTE DES FIGURES




Figure

Figure 01
Figure 02
Figure 03

Figure 04

Figure 05
Figure 06
Figure 07
Figure 08

Figure 09

Figure 10
Figure 11
Figure 12

Figure 13

Figure 14

Figure 15

Figure 16

Figure 17

Figure 18

Liste des figures

LISTE DES FIGURES

Titre
Squelette de base des polyphénols

Représentation des voies de biosynthese des polyphénols
Squelette de base des flavonoides

Structures chimiques (a) d’un tanin condensé et (b) d’un tanin
hydrolysables

Molécule d'isopréne
Structures chimiques de quelques alcaloides
Morphologie de genre d’Euphorbia
Morphologie de Anabasis oropedisaum

Localisation géographique de la zone d’étude Hamraia et Hassi
Khalifa (wilaya d’El Oued) "Algérie"

Protocole d'extraction par macération des extraits bruts.
Protocole d'étude de I'activité antimicrobienne des extraits
Rendements des extraits des plantes étudiées.

Courbe d'étalonnage d’acide gallique pour le dosage des
polyphénols totaux.

Teneurs en polyphénols totaux dans les plantes étudiées.

Courbe d'étalonnage de la quercétine pour le dosage des
flavonoides totaux

Teneur en flavonoides totaux des plantes étudiées

Effet des extraits Euphorbia cheirdenia sur les souches
microbiennes testées en fonction des différentes concentrations
d'extrait.

Effet des extraits Anabasis oropediorum sur les souches
microbiennes testées en fonction des différentes concentrations

d'extrait

Page

10

10
12
16
17

20

25
29
31

35

36

36

37

39

40



LISTE DES TABLEAUX




List des tableaux

LISTE DES TABLEAUX

Tableau Titre Page
Tableau 01 Les principales classes de composés phénoliques. 8
Tableau 02 Quelques exemples des différents types de terpenoides 12
Tableau 03 Liste des appareils et solvants utilisés 24
Tableau 04 Résultats de screening phytochimique des extraits. 34
Tableau 05  Diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne 42

(mm) obtenus par différents les antibiotiques.




LISTE DES
ABREVIATIONS




LISTE DES ABREVIATIONS

AMC : Amoxicillin 10pg/disque
AMO : Amoxyclav 30ug/disque
AZT : Aztreonam 30ug/disque
ERY : Erythromycin 15ug/disque
GEN : Gentamicine 10ug/disque
OXA : Oxacillin 1ug/disque
OFL : Ofloxacin 5ug/disque
PEN : Penicillin 10ug/disque

VAN : Vancomycin 30ug/disque



INTRODUCTION




Introduction

Introduction
Au travers des ages, I’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de
base : nourriture, abris, vétements et également pour ses besoins médicaux. L’utilisation
thérapeutique des extraordinaires vertus des plantes pour le traitement de toutes les maladies

de I’homme est trés ancienne et évolue avec 1’histoire de I’humanité (PHILLIPSON, 1986).

L’OMS a estimé en 2007 qu’environ 80 % de la population des pays en voie de
développement ont recourt a la médecine traditionnelle pour leur besoin de santé primaire. Au
Gabon et au Burkina Faso, la médecine et la pharmacopée traditionnelles sont en majeure
partie basée sur I’utilisation des plantes médicinales. En outre, c’est une pharmacopée qui
s’appuie sur une flore africaine riche (environ 50.000 espéces de plantes supérieures connues
sur les 250.000 existants dans le monde entier et doit étre étudiée en prenant en compte les
aspects ethnobotanique, phytochimique et pharmacologique. Cependant, les inconvénients
majeurs de cette utilisation traditionnelle de plantes révelent le manque de précision des
tradithérapeutes dans le diagnostic des affections et la posologie des préparations. Un aspect
important de cette tradithérapie est 1’ignorance totale des variations de la composition
chimique des échantillons végétaux en fonction des saisons, des temps de récolte, et de
conservation (BALANSARD, 1993).

Algérie, grace a sa situation géographique particuliére, sa superficie étendue et son
relief, bénéficie d’une gamme tres variée de climats et de sols, favorisant le développement
d’une flore riche et diversifiée. En effet, le territoire algérien couvre d’importantes ressources
veégétales réparties sur les zones cotiéres, les massifs montagneux, les hauts plateaux, la
steppe et les oasis sahariennes. Donc une source de matiere médicale riche et abondante,
représentée par 3000 especes (CHERITI et al., 2006; SAAD et al., 2006; CHERITI et al.,
2012).

Au sud des monts de 1’ Atlas saharien, s’étend le désert du Sahara, qui occupe plus de 2
millions de km2 de la superficie de 1I’Algérie et dispose d’une biodiversité¢ floristique
exceptionnelle, constitueée de plus de 1200 espéeces (MAIRE, 1933; OZENDA, 1991), dont
on dénombre 162 espéces endémiques dans le Sahara septentrional seul et a laquelle s’ajoute

une tradition séculaire d’utilisation traditionnelle des plantes (QUEZEL, 1978).

La flore algérienne avec plus de 3000 especes est a ce jour peu explorée. Plusieurs
plantes sahariennes fréeqguemment utilisées dans les pharmacopées traditionnelles, se sont vues

reconnaitre des effets thérapeutiques au cours des siécles. Certaines d’entre elles ont fait
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I’objet d’études phytochimiques et biologiques ayant abouti a 1’isolement et a I’identification

de principes actifs (MERZOUK, 2009).

Aussi la maitrise des infections bactériennes devient complexe du fait que de
nombreuses bactéries ont développé une résistance a la plupart des antibiotiques ce qui a
constitué un probléme de santé important a 1’échelle mondiale (BENBRINIS, 2012).

Notre travail s’inscrit dans le cadre de 1'é¢tude du patrimoine botanique national surtout
les plantes médicinales dont une grande partie reste encore vierge et nécessite des études

approfondis.

Alors I’objectif de notre travail est sera alentour l'étude phytochimique et 1’activité
biologiques (antimicrobienne) des extraits éthanoliques et aqueux de la partie aérienne de la
plante Euphorbia cheirdenia et Anabasis oropediorum qui nous les retrouvons dans la région
d'Oued Souf. Ces plantes sont utilisées en médicine traditionnelles par les populations locaux

et les nomades.
Cette étude comporte deux parties:

La premiere partie est consacré a une synthese bibliographique, qui est constitué de
deux chapitre I'un sur les métabolismes secondaires et I'autre sur la présentation du plantes

étudiées (Euphorbia cheirdenia et Anabasis oropediorum).

La seconde partie concerne la partie expérimentale, qui comporte deux chapitres, I'un
sur les matériels et les méthodes; Le deuxiéme chapitre regroupe 1’ensemble des résultats qui
seront suivis d’une discussion. Enfin nous avons terminés notre travail par une conclusion qui

est un ensemble de réflexions achéve ce travail.
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1. Plantes médicinales

1.1 Définition des plantes médicinales :

D’apres la définition donnée par I’OMS, une plante médicinale est une plante ou un de
ses organes qui contient des substances qui peuvent étre employées pour le but thérapeutiques
ou qui sont des précurseurs pour la synthése d’autres drogues utiles et dont ces propriétés
thérapeutiques sont prouvées scientifiquement ou de maniere empirique par 1’emploie en
médecine traditionnelle (AHMAD et al., 2017).

1.2. Définition de la phytothérapie :

Le mot "phytothérapie” se compose étymologiquement de deux racines grecques :
phuton qui signifie "plante” et thérapie qui signifie "traitement”. La phytothérapie est le
traitement ou la prévention des maladies par l'usage des plantes. A la différence de la
médecine classique, en phytothérapie, il est recommandé d'utiliser la plane entiére, appelée

aussi "Totum" plutdt que des extraits obtenus en laboratoire (BOULAHIA et al., 2020).

1.3. La médecine traditionnelle :

La médecine traditionnelle est I’ensemble des connaissances, des compétences et des
pratiques de soins holistiques dont le réle dans la préservation de la santé et le traitement des
malades est reconnu et accepté. Elle repose sur des théories, croyances et expériences des
autochtones qui se transmettent de génération en génération (OMS, 2001).

La médecine traditionnelle reste trés répandue dans toutes les régions du monde en

développement et son usage ne cesse de croitre dans les pays industrialisés.

En Chine, les préparations traditionnelles & base de plantes représentent entre 30 et
50 % de la consommation totale de médicaments.

Au Ghana, au Mali, au Nigeria et en Zambie, le traitement de premiere intention pour
60 % des enfants atteints de forte fievre due au paludisme fait appel aux plantes médicinales

administrées a domicile.

L’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) estime que, dans plusieurs pays
d’Afrique, la plupart des accouchements sont pratiqués par des accoucheuses traditionnelles.
En Europe, en Amérique du Nord ainsi que dans d’autres régions industrialisées, plus de 50 %

de la population a eu recours au moins une fois a la médecine complémentaire ou parallele.
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A San Francisco, & Londres et en Afrique du Sud, 75 % des personnes vivant avec le
VIH ou le Sida font appel & la médecine traditionnelle ou a la médecine complémentaire ou
paralléle. Aux Etats-Unis d’ Amérique, 158 millions d’adultes font appel a des produits de la
médecine complémentaire et, d’apreés la Commission for Alternative and Complementary
Medicines, un montant de 17 milliards de dollars US a été consacré aux remédes traditionnels
en 2000. Au Royaume-Uni, les dépenses annuelles consacrées a la médecine paralléle
représentent 230 millions de dollars US (JL, 2003).

1.4.Utilisation des plantes medicinales en Algérie

En Algérie ’'usage de plantes médicinales est une tradition de mille ans. Il est reconnu
par sa diversité variétale en plantes médicinales et aromatiques, ainsi que leurs diverses
utilisations populaires dans 1’ensemble des terroirs du pays. Ce sont des savoir-faire

ancestraux transmis de genération en génération chez les populations (SAHI, 2016).

Elle représente une alternative intéressante pour traiter et soigner sans créer de
nouvelles maladies. Malgré le développement phénoménal de I’industrie pharmaceutique et
chimique, I’intérét populaire pour la phytothérapie n’a jamais cessé d’évoluer (HAMEL,
2018).

Dans certaines contrées isolées, les Touaregs se soignent avec les plantes médicinales et
aromatiques dont ils connaissent le secret transmis de pére en fils. En Kabylie, lorsqu’il y a de
la neige et que les routes sont coupées, les montagnards utilisent des plantes médicinales et
aromatiques pour se soigner (fumigation de feuilles d’eucalyptus contre la grippe). Dans la
steppe pendant les transhumances, les nomades utilisent 1’armoise blanche pour lutter contre
les indigestions (SAHI, 2016). Gladiolus segetum est utilisé en Afrique du nord (sud-est de
1’ Algérie) pour le traitement de 1’ulcére gastrique et la stérilit¢ (MARREF, 2019).

Une décoction de racine ou bien des feuilles de Retama raetam, S'utilise contre le
diabete. Le décocté de feuilles fraiches de Retama raetam est utilisé comme bain de pieds en
induisant I’hypoglycémie (BENKHNIGUE et al., 2014). Myrtus nivellei est utilisée dans le
Sahara central pour le traitement de divers troubles:

e Utilisé par la population Touareg de la zone sahélienne comme condiment et

comme aromate du thé .
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e Utilisée pour les infections cutanées et soins capillaires: un linge trempé dans
la décoction de feuilles est appliqué sur les parties atteintes de dermatoses et de
mycoses. (BOUZABATA, 2015).

2. Métabolites primaires

Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes les
cellules de I'organisme d'une plante pour y assurer sa survie. lls sont classés en quatre grandes
catégories: les glucides, les lipides, les acides aminés et les acides nucléiques (MOHAMED
et RAHMA, 2014).

3. Métabolites secondaires
3.1. Définition

Les métabolites secondaires (SM) sont présents dans toutes les plantes supérieures, et
ayant une répartition limitée dans I'organisme de la plante, dont plus de 200.000 structures ont
¢été définies et sont d’une variété structurale extraordinaire mais sont produits en faible
quantité. Ces molécules marquent de maniere originale, une espéce, une famille ou un genre

de plante et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique (HARTMANN, 2007).
3.2. Classification des métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires sont produits en trés faible quantité, il en existe plus de
200000 qui sont classés selon leur appartenance chimique (VERMERRIS, 2006). On peut

classer les métabolites secondaires en trois grands groupes :

3] les composés phénoliques.
3] les terpenes.
les alcaloides.

Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de composes qui possedent

une trés large gamme d'activités en biologie humaine (KRIEF, 2003).

3.2.1. les composés phénoliques
a. Definition :

Les composés phénoliques jouent un role fondamental, car sont des éléments

importants de qualités sensorielles (couleur et caractéres organoleptiques) et nutritionnelles
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des végétaux, tels que les légumes, les fruits, les ceréales ou les fruits secs, ainsi que dans les
boissons, le café, le cacao ou le thé. Une alimentation équilibrée fournit & I’Homme environ
un gramme de polyphénols chaque jour, soit dix fois plus que de vitamine C et 100 fois plus
que de caroténoides ou vitamine E (SCALBERT et al., 2005).

Les composés phénoliques ou les polyphénols constituent une famille de molécules tres
largement répandues dans le régne végétal Les polyphénols n’exercent pas de fonctions
directes au niveau des activités fondamentales de 1’organisme végétal, comme la croissance

ou la reproduction (OUNIS et BOUMAZA, 2018).

Figure 01: Squelette de base des polyphénols (VERMERRIS et NICHOLSON, 2006)
b. Biosynthese des polyphénols
La biosynthése des polyphénols se fait par deux voies principales qui sont :
b.1. Voie d’acide shikimique

La voie de l'acide shikimique est la voie la plus importante pour la biosynthése des
composés aromatiques dans les plantes et les micro-organismes, y compris les acides aminés
aromatiques: la phénylalanine, la tyrosine et le tryptophane. Ce sont des métabolites primaires
qui servent de précurseurs pour de nombreux de produits naturels (secondaires) tels que les
flavonoides, les acides phénoligques, les coumarines, les alcaloides (GHASEMZADEH et
GHASEMZADEH, 2011).

Dans cette voie, 1’érythrose 4-phosphate et le phosphoénol pyruvate sont produits par
les hydrates de carbones lors de leur degradation par la voie des pentoses phosphate et la

glycolyse respectivement. Ces derniers sont a ’origine des composés phénoliques C6-C1
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formant les tannins hydrolysables et de la chalcone qui est la molécule de base de tous les
flavonoides et tannins condensés (DEWICK, 1995).

b.2. Voie de I'acide malonique

Ce mode de formation plus secondaire consiste en la cyclisation des chaines polycétonique,

elle obtenues par condensation de groupements acétates (MERGHEM, 2009).

| GLUCIDES |

Acides gras

|

Voie des Pentoses P

B-oxwvdation

17 Eryvthrose 4 -P P-énol Pyruvate

ACIDE

GALLIOUE Acide shikimique | Tcel—yl CoA
N'H INH
/ \ ’ Malonyl CoA
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Figure 02: Représentation des voies de biosynthese des polyphénols (AKROUM, 2011).
c. Classification des composés phénoliques

Selon leurs caractéristiques structurales, ils se répartissent en une dizaine de classes

chimiques, qui présentent toutes un point commun: la présence dans leur structure d’au moins
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un cycle aromatique a 6 carbones (Les formes phénoliques les plus simples), lui-méme
porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH). (HENNEBELLE et al., 2004).

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes qui se
différencient d’abord par la complexité¢ du squelette de base (allant d’un simple C6 a des
formes trés polymérisées). Ensuite par le degré de modification de ce squelette (degré
d’oxydation, d’hydroxylation et de méthylation, etc.). Enfin par les liaisons possibles de ces
molécules de base avec d’autres molécules (glucides, lipides, protéines, etc) (HERBERT,
1989; MACHEIX et al., 2005; BETA et al., 2005).

Tableau 01: Les principales classes de composés phénoliques. (HARBORNE, 1980;
MACHEIX et al., 1990)

Squelette carboné Classe Exemple Origine

C6 Phénols simples Catéchol

C6-C1 Acides p-Hydroxybenzoique Epice, fraise
hydroxybenzoiques

C6-C3 Acides Acides caféique, Citrus
hydroxycinnamiques | férulique
Coumarines Scopolétine, esculétine

C6-C4 Naphtoguinones Juglone Noix

C6-C2-C6 Stilbénes Resvératrol Vigne

C6-C3-C6 Flavonoides Kaempférol, Fruits, légumes, fleurs
- Flavonols quercétine Fleure, fruits rouges
- Anthocyanes Cyanidine, Pomme, raisin
- Flavanols pélargonidine Citrus
- Flavanones Catéchine, Soja, pois
Isoflavonoides épicatéchine

(C6-C3)2 Lingnanes Pinorésinol Pin

(C6-C3)n Lignines Bois, noyau des fruits

(C15) n Tannins Raisin rouge, Kaki
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3.2.2. Flavonoides

Le terme "flavonoide", du grec flavus, jaune en latin", est le nom générique qui designe
une tres large gamme de composes naturels appartenant a la famille des polyphénols. lls sont
considérés comme des pigments quasiment universels des végétaux, souvent responsables de
la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. A D’état naturel les flavonoides se
trouvent le plus souvent sous forme d’hétérosides (GHESTEM et al., 2001; GRAHAM,
1998)

L’appellation « flavonoides » rassemble une trés large gamme de composés
polyphénoliques formés par un squelette de base a 15 atomes de carbones. Ces composes
représente le groupe de composés phénoliques le plus diversifié : plus de 4000 flavonoides
ont déja été identifiés (HARBORNE, 1989, SARNI-MANCHADO et CHEYNIER, 2006).

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétiqgue commune et de ce fait possedent le
méme élément structural de base. lls peuvent étre regroupés en différentes classes selon le
degré d’oxydation du noyau pyranique central, le noyau B relié a 1’hétérocycle C dans les

positions 2 ou 3.

e Dans la position 2 : le flavonoide est appelé flavane.

e Dans la position 3 : le flavonoide est désigné par le terme isoflavane.

e Si la position 4 du flavane porte un groupement carbonyle, la molécule est appelée
flavanone.

e Silaliaison C2-C3 dans le squelette de la flavanone est en plus insaturée, le composé
est nommé flavone.

e Si le squelette précédent est substitué en position 3 par un groupement hydroxyle, il
est désigne par le nom de flavonol (ABDINI, 2013).

Figure 03: Squelette de base des flavonoides (COLLIN et CREAST, 2011).
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3.2.3. Saponines

Les saponosides ou saponines sont un groupe de métabolites secondaires,
abondamment trouvés dans certaines familles du régne végétal. lls sont principalement
produits par les plantes supérieures, mais aussi par des animaux marins inférieurs et quelques

bactérie.

Leur nom provient du latin sapo signifiant "savon" en raison de leurs propriétés a
former des solutions moussantes en présence deau. Ce sont des hétérosides de poids
moléculaire élevé qui se composent d’une partie lipophile, I’aglycone (ou génine) et d’une
partie hydrophile osidique. Cette combinaison d’éléments structuraux polaires et non polaires
en leurs molécules explique leur comportement moussant en solution aqueuse (WALLACE,
2004).

Les saponines irritent les muqueuses, produisent un relachement intestinal, accroissent
les sécrétions muqueuses bronchiques (elles sont expectorantes) : fleur de moléne, racine de
réglisse et de saponaire. Elles sont employées comme diurétiques et désinfectantes des voies
urinaires (pédoncule foliaire de 1’herniaire, feuille du boulot, racine de la bugrane) (BLOT et
BERNARD, 2012).

3.2.4. Tanins

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques
polymériques, ayant une masse moléculaire compris entre 500 et 3000 qui présente, a coté des
réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et
d’autres protéines (BOUCHOUKA, 2016)

Les tanins sont présents dans une variété de plantes utilisées dans 1’alimentation
notamment les céréales et les Iégumineuses (haricot secs, petit poids) et les fruits comme
orange, péche, poire, kaki, fraise et les raisins (PERONNY, 2005).

Sur le plan structural, les tanins sont devisées en deux groupes : les tanins hydrolysables
et tanins condensés (SANTOSBUELGA et SCALBERT, 2000).
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(a) (h)

Figure 04: Structures chimiques (a) d’un tanin condensé et (b) d’un tanin hydrolysables
(FAVIER, 2003).

3.2.5. Les terpenoides

Il sont synthétises par les plantes, organismes marins, les champignons et méme les
animaux (BENAISSA, 2011). Ces substances appelées également terpénoides, constituent
une importante classe de produits secondaires, hydrophobes quelquefois volatils et unis par
une origine commune. Ils sont formés d’unités de cinq atomes de carbone, unité isopréne.
L'étude de leur métabolisme connait un regain d'intérét par suite du développement des
méthodes analytiques auxquelles est venu s'ajouter I'outil moléculaire (KOLDA et al., 2014)

A ce jour, avec plus de 30 000 molécules identifiées, les terpénes constituent 1’une des
plus polymorphes et des plus grandes familles de composés naturels. La dénomination des
différentes classes de molécules terpéniques repose sur le nombre de motifs isoprénes
constituant leur squelette.

Figure 05: Molécule d'isopréne (MALECKY, 2008).

11
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Tableau 02: Quelques exemples des différents types de terpenoides (BELBACHE, 2003).

Le nombre d*atome de carbone Classe Exemple de molécule
5 Hémiterpéne Isopréne

10 Monoterpéne huiles essentielles
15 Sesquiterpéne p-Cadinéne

20 Diterpéne Sclaréol, phytol
30 Triterpéne Lanosteérol

40 Tetraterpéne Caroténoides
>40 Polyterpénes Caoutchouc

3.2.6. Les alcaloides

On peut définir de maniere simple « un alcaloide est une substance organique azotée
(appartenant au vivant) d'origine végétale, a caractere alcalin et présentant une structure
complexe ». Leur atome d'azote est inclus dans un systeme hétérocyclique. les alcaloides sont
des dérives des acides aminées (MOHAMED et RAHMA, 2014).

Insolubles ou fort peu solubles dans I'eau; ils sont solubles dans l'alcool plus a chaud
qu'a froid, I'éther, les acides et dans I'ammoniaque (COWAN, 1999).

On trouve des alcaloides, en tant que métabolites secondaires, principalement chez les
végetaux (ils s’accumulent uniquement dans les écorces, dans les racines, dans les feuilles ou
dans les fruits (HARBORNE et HERBERT, 1995), les champignons et quelques roupes
animaux peu nombreux. ils possédent une activité pharmacologique significative.
(MOHAMED et RAHMA, 2014).

Ils entrent dans la composition de nombreux médicaments comme principe actif, les
plantes les utilisent pour la plupart d’entre eux dans leur systéme de défense contre les
herbivores et les pathogenes car ces composes sont toxiques (AZZAOUI et MEKKIOU,
2017).

On estime actuellement que plus de 8 000 composés naturels ont été identifies comme
alcaloides. Tous les ans, une centaine de nouvelles molécules seraient ajoutées par les
scientifiques du monde entier. Afin de pouvoir mieux maitriser cette grande liste, trois types

de classification des alcaloides ont été proposées suivant.

12
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[xI leurs activités biologiques et écologiques.
leurs structures chimiques.
leurs voies de biosynthese (MOHAMED et RAHMA, 2014).
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Figure 06: Structures chimiques de quelques alcaloides (BRUNETON, 2009).

4. Activités biologiques des métabolites secondaires

A coté des métabolites primaires classiques (glucides, protides et lipides), les végétaux
accumulent fréqguemment des métabolites dits « secondaires » qui représentent une source
importante de molécules utilisables par 'nomme dans des domaines aussi différents que la
pharmacologie ou l'agroalimentaire (HERBERT, 1989). Les métabolites secondaires sont
réputés par leurs activités biologiques nombreuses, comme antibactériennes, anticancéreuses,
antifongiques, analgésiques, anti-inflammatoires, diurétiques, gastro-intestinales et
antioxydantes (HARBORNE, 1998 ; BRUNETON, 2009)

Plusieurs études ont été réalisées sur I'impact de la consommation de végétaux sur la
santé. La plupart d’entre elles ont mis en évidence une baisse du facteur de risque pour de
nombreuses affections telles que I’infarctus et le cancer (FIUZA et al., 2004 ; KAWAII et
al., 2004 ; SUMNER et al., 2005)

Les flavonoides sont responsables de donner la coloration aux végétaux. Cette derniere
attire et guide les insectes vers le nectar en assurant le transport du pollen (YOSHIKAWA et
al., 1994). Ainsi, les flavonoides repoussent certains insectes par leur godt désagréable, en
jouant un r6le dans la protection des plantes. Certains d'entre eux jouent également un réle
pour lutter contre une infection causée par des champignons ou par des bactéries
(HRAZDINA et al., 1976).

De plus ils sont impliqués dans la photosensibilisation, morphogenese, détermination
sexuelle, photosynthése et régulation des hormones de croissance des plantes (MEDJROUBI
et al., 2003).

13
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Les alcaloides figurent parmi les principes actifs les plus importants en pharmacologie
et médecine (RAVEN et al., 2000). Ce sont des substances organiques azotées, a propriétés
basiques ou amers et ayant des propriétés thérapeutiques ou toxiques (DELLILE, 2007). Les
alcaloides sont utilisées comme anti-cancer, sédatifs et pour leur effet sur les troubles nerveux
(maladie de Parkinson) (ISERIN et al., 2007).

Pour les triterpenes, des nombreuses activités biologiques en font un groupe de produits

naturels de premiere importance. Ils sont responsables d'une multitude d'activités biologiques

cytostatique, antivirale, insecticide, anti-inflammatoire, molluscicide et analgésique
(BRUNETON, 1999). A titre d’exemple :

+ Le lupéol est reconnu principalement pour ses propriétés anti-inflammatoires
(FERNANDEZ et al., 2011).

+ Le bétulinol a des propriétés médicinales trés diversifiées (anti-inflammatoire,
antiphlogistique). 1l est utilisé aussi en cosmétiqgue et comme émulsifiant
(PATOCKA, 2003).

+ L’o et B-amyrines, possedent des activités anti-inflammatoire et analgésiante
(SUSUNAGA et al., 2001).

+ L’acide boswellique est reconnu pour son activité inhibitrice de la biosynthése des
leucotriénes et de la 5-lipoxygénase (SHARMA et al., 2009).

Les saponines sont reconnues pour avoir un fort potentiel pharmacologique, et ont été
intensivement étudiées au cours des derniéres années (FRANCIS et al., 2002).En effet, les
saponines a génines, stéroidiques et triterpéniques exercent des activités biologiques trés et
sont réputées pour leur capacité a induire la formation de pores au travers des membranes
cellulaires et ainsi entrainer I'hémolyse des globules rouges (érythrocytes) (SEEMAN et al.,
1973 ; VINCKEN et al., 2007).
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1. Familles des Euphorbiaceae

Il existe plusieurs grands groupes de plantes, dont les angiospermes ou plantes a fleurs,
qui sont les plus largement représentées. Elles sont apparues il y a environ 140 millions

d’années et occupent aujourd’hui la quasi-totalité des terres (REMY, 2017).

La famille Euphorbiaceae comprend environ 10000 especes regroupées dans 300
genres. Elle est considérée comme ’une des familles les plus vastes et les plus cosmopolites
que compte le sous embranchement des Angiospermes (HABA, 2008). Elle est divisée en 4
sous-familles : les cheilosoideae, les acalyphoideae, les crotonoideae et les euphorbioideae
(REMY, 2017).

Les genres avec le plus grand nombre d'espéces sont: Euphorbia, Chamaesyce,
Acalypha, Croton, Ricinus et Sinadenium (ZEGARRA, 2015). offrent des matiéres premiéres
importantes telles que le caoutchouc, le manioc, les cires et les huiles (VILLALOBOS,
1992).

Elles font partie des plantes vasculaires caractérisées par un systeme de cellules
spécialisées formant le tissu vasculaire. Ces cellules fournissent le support permettant aux
plantes vasculaires de se développer en hauteur et un systéeme de transport de 1’eau, des
minéraux et des produits de la photosynthése a I’intérieur de la plante. Les Euphorbiaceae
sont une famille de plantes appartenant a 1’ordre des Malphighiales au sein des Angiospermes

Eudico- tylédones (REMY, 2017).
1.1. Description du genre d’Euphorbia

La famille des Euphorbiaceae comprend environ 300 genres et 10000 especes dont 1600
pour le seul genre Euphorbia. Ce dernier est le plus représentatif de cette famille.Les plantes

du genre Euphorbia sont bien représentées au Sahara septentrional et en Europe.

Les fleurs des plantes du genre Euphorbia sont groupees en formant un dispositif appelé
cyathe, constituée par une cupule dont le diamétre peut mesurer quelques millimetres portant
sur ses bords quatre appendices généralement de couleur jaune ou rouge ; de cette cupule
sortent des étamines et un pistil portés sur un pédoncule. L’étamine représente une fleur male
et le pistil une fleur femelle. La cyathe a donc la valeur d’une inflorescence dont la cupule et

les pieces sous forme de croissant représenteraient 1’involucre (HABA, 2008).
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Figure 07: Morphologie de genre d’Euphorbia (REMY, 2017; 2007, (sls).

1.1.1. Position systématique
La taxonomie de Euphorbia cheirdenia (HABA, 2008).

Régne : Plantae
Classe : Dicotylédones
Ordre : Malpighiales
Famille : Euphorbiaceae
Genre : Euphorbiadeae

Espéce : Euphorbia cheirdenia

1.1.2. Utilisation en médecine traditionnelle
Ces plantes sont connues pour la présence de latex qui possede un effet irritant sur les

yeux et la peau:

v' utilisées pour traiter les maladies de la peau, les migraines, les parasites et les verrues
intestinales (LONUT-FLORIN, 2016).
v' traiter la bronchite / asthme / toux.
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v’ Traiter les morsures de serpent toxiques/ Opacités cornéennes.

v’ Effets bénéfiques sur la lepre, la syphilis, le cancer, I'asthme (SALEHI et al., 2019).

2. Famille des Amaranthaceae
Amaranthaceae est une famille de plantes de l'ordre des Caryophyllales originaire
d'’Ameérique tropicale et d'Afrique (BASU et al., 2014).

La famille des Amaranthacées comprend plus de 175 genres et 2 000 espéces d'herbes,
d'arbustes, de sous-arbrisseaux et de petits arbres. C'est une famille répandue et cosmopolite
qui peut étre trouvée des tropiques aux régions tempérées fraiches. Certaines des plantes
Amaranthaceae ont une importance économique et sont utilisées comme plantes médicinales
ou légumes dans diverses parties du globe (MROCZEK, 2015).

Figure 08: Morphologie de Anabasis oropedisaum (MROCZEK, 2015)

2.1. Description de I'espece Anabasis oropedisaum

e

% Arbrisseau de haut 20-40 cm, a rameaux dressés, verts dans la jeunesse, de- venant
blanchatres avec l'age, articulés, cylindriques, a articles minces et fragiles.Feuilles
opposées soudées en cupule trés courte a marges ciliolées, réduites a 2 pointes
cuspidées (MROCZEK, 2015).

% Périanthe fructifére de 6 - 8 mm a 5 ailes papy- racées subégales.

% Fruit a péricarpe épais séparable de la graine verticale .

% La plante tres appétée par les herbivores, n'apparaissant souvent que sous l'aspect de

moignons informes et abroutis (MROCZEK, 2015).
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2.2. Position systématique
La taxonomie de Anabasis oropedisaum (KAMBOUCHE et al., 2009).
Reégne : Plantae
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Chenopodiaceae
Famille : Amaranthaceae
Genre : Anabasis

Espéce : Anabasis oropedisaum

2.3. Utilisation en médecine traditionnelle

v" recommandée comme un traitement des douleurs gastriques, de la toux et des maladies
des poumons (GHOURRI et al., 2012).

v" comme reméde pour le traitement du diabéte (KAMBOUCHE et al., 2009).

v' utilisent pour soigner les rhumatismes (KHEDACHE et al., 2013).
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Notre travail de recherche a été réalise au sein du laboratoire pédagogique qui fait
partie de la faculté des sciences de la nature et de la vie de I’université Echahid Hamma
Lakhdar d’EL Oued.

1. Matériel
1.1. Matériel biologique
1.1.1. Matériel végétal
La récolte du plantes a été réalisé en janvier 2022 dans la wilaya d'EI-Oued, Euphorbia
cheirdenia a été cueillies de Hassi Khalifa et Anabasis oropedisaum de Hamraia en se

focalisant sur la partie aérienne (feuilles, tiges, fleurs) (Figure 09).

Le séchage s'est fait & la température ambiante, a I'abri de la lumiére et de I’humidité
afin d'éviter la degradation des principes actifs et le développement des moisissures
(CATIER et ROUX, 2007). Apres séchage, le partie de la plante a été broyée et stockée dans

un endroit sec en vue de leurs analyses.
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Figure 09: Localisation géographique de la zone d’étude Hamraia et Hassi Khalifa
(wilaya d’El Oued) "Algérie" (GOOGLE MAPS, 2022).

1.1.2. Microorganismes utilisés
1.1.2.1. Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis est un commensal de la peau et des muqgueuses. Il peut se comporter
comme une bactérie opportuniste et provoquer des infections chez les sujets porteurs de

matériel étranger (cathéter intravasculaire, dérivation ventriculaire, prothese ostéo-articulaire).
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Cette bactérie a en effet la propriété de former des biofilms sur du matériel étranger.
L’infection locale peut étre le point de départ d’une septicémie. S. epidermidis peut aussi étre
responsable de péritonite chez les sujets en dialyse péritonéale prolongée et d’endocardite
chez des sujets présentant des lésions cardiaques. Les souches acquises en milieu hospitalier
sont souvent tres résistantes aux antibiotiques (NAUCIEL et VILDE, 2005).

1.1.2.2. Staphylococcus aureus

S.aureus (Staphylocoque doré) est I'espece la plus pathogéne du genre
Staphylococcus. Elle est trés répandue chez ’Homme et dans de nombreuses especes
animales. Chez ’Homme, environ un tiers des sujets sont des porteurs sains qui hébergent la
bactérie au niveau des muqueuses (principalement les fosses nasales) et des zones cutanées
humides (périnée, aisselles). La transmission interhumaine s’opére généralement par contact
direct (manuportage). Elle peut aussi étre indirecte par les vétements, la literie, ou les
aliments. Staphylococcus aureus peut causer des infections urinaires, des septicémies et des
intoxications alimentaires (NAUCIEL et VILDE, 2005).

1.1.2.3. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa, autrement connue sous le nom de bacille pyocyanique, est un bacille a
Gram négatif du genre Pseudomonas. Les bacilles sont fins, droits et tres mobiles grace a un
flagelle polaire : ciliature monotriche, dépourvus de spores et de capsules. Ils apparaissent la
plupart du temps isolés ou en diplobacilles. Pseudomonas aeruginosa est tres répandu dans
I’eau et les milieux humides, il peut aussi coloniser ’'Homme (NAUCIEL et VILDE, 2005).

P. aeruginosa est I’espéce du genre Pseudomonas la plus fréquemment isolée en
pathologie infectieuse. Elle peut étre rencontrée au niveau du tube digestif, de la gorge, du nez
ou de la peau. L’infection par P. aeruginosa augmente de facon significative avec le temps
d’hospitalisation. L’origine de I’infection peut étre endogene : le malade est colonisé par le
germe et devient porteur chronique. La colonisation peut étre antérieure a 1’hospitalisation du

malade en raison du caractére ubiquiste de P. aeruginosa (FRENEY et al., 2007).

1.1.2.4. Esherichia coli

C'est une bactérie qui appartient a la famille des entérobactéries. Elles ont comme
dimensions moyennes 2 a 3 micrométres de long et 0, 6 micrométre de large. Son enveloppe
cellulaire est composée de deux membranes concentriques : les membranes internes et
externes séparées par un gel aqueux le périplasme. Certaines souches d’E. coli peuvent étre

pathogenes, entrainant alors des gastro-enterites, infections urinaires et meningites

23



Chapitre | Matériels et Méthodes

(NATARO et KAPER, 1998). La majorite des infections urinaires de la jeune femme
observée en pratique médicale de ville est due & Escherichia coli (SOMA OUBOUGOUE,
2002).

1.1.2.5. Candida albicans

C. albicans est un agent pathogéne opportuniste qui réside comme un commensal
inoffensif dans l'intestin, les voies génito-urinaires et la peau (BERMAN, 2012). Levure non
pigmentée, non encapsulée, a bourgeonnement multiple et formant un pseudo-mycélium et du
mycélium vrai (ABEDINI, 2013)

Il devient un agent pathogene opportuniste dans un certain nombre de conditions
d'accueil différentes, impliquant généralement une compétence immunitaire réduite ou un
déséquilibre la microflore bactérienne concurrente. Infections des muqueuses, telles que
muguet ou vaginite, ne mettent généralement pas la vie en danger, mais ils peuvent étre le
symptome sentinelle de la suppression immunitaire, par exemple chez les patients infectés par
le VIH. Beaucoup plus graves sont les candidoses sanguines, qui sont associées a des taux de
mortalité élevés. L'arsenal limité de médicaments antifongiques et la capacité de la résistance
aux medicaments a survenir a travers de multiples mécanismes, y compris la résistance
naturelle aux médicaments des biofilms (BERMAN, 2012).

1.1.3. Matériels de laboratoire
Les principaux appareils et solvants utilisés dans la présente études sont représentés

dans le tableau suivants
Tableau 03: Liste des appareils et solvants utilisés

Les appareils Solvants et réactifs

e UV spectrophotométre de type UV-1240
SHIMADZU.

Carbonate de sodium (Na2CO3 )

e Eau distillée.
e Evaporateur rotatif de type Rotavapor o
) e Folin Ciocalteu .(%10)
BUCHI Heating bath R-491.
e Trichloride d’aluminium (AICI3) 2%.
e Etuve de type Lab tech model LIB-060 M.

) ) e Milieu de culture type Hinlton.
e Autoclave de type Pbinternational

e Antiboitique (Gentamicine
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e Balance analytique. 10pg/disque, Aztreonam 30ug/disque,

Penicillin 10pg/disque, Amoxicillin
e Verreries: Entonnoir, Erlenmeyers, . .
10ug/disque, Vancomycin
Béchers, Eprouvettes graduées, Tubes a _ i
30pg/disque, Erythromycin

essais, i - :
15ug/disque, Oxacillin 1ug/disque,
e Pipette et micropipette (de 1000ul, de Ofloxacin 5ug/disque, Amoxyclav
100pl et de 10pl). 30pg/disque).
e Hotte chimique e Solution de diméthyle sulfoxyde

DMSO.
e Agitateur magnétique

e Acide chlorhydrique concentré
o Papier Filtre

e FEthanol absolu
e Bec Benzéne

e Tournures de magnésium
e Ans de platine

e quelques gouttes d'ammoniac
e Boites de pétrie

e Réactif de Wagner
e Pince stérilisée

2. Méthodes
2.1. Protocole d’extraction des composés phénoliques

Dans ce travail, nous avons utilisé la méthode le plus connue chez les phytochimistes
(la macération). La macération est une méthode d’extraction solide-liquide qui consiste a faire
tremper une substance (ici matiere végétale) dans un solvant froid ou chaud pour extraire les
espéces (molécules) solides ou liquides présentes dans une substance naturelle par sa
dissolution dans ce solvant a température ambiante (BELLEBCIR, 2008).

Pour préparer deux extraits bruts, on utilise deux types des solvants (éthanol et I'eau
distillée, eau distillée brut) par les mémes étapes d'extraction. En a placé 8g de matériel
végétal dans un erlenmeyer avec 80 ml de solvant pendant 24 h a I'obscurité et a température
ambiante, ensuite la filtration est réalisée sur papier filtre, I’extraction est répétée trois fois.
Apreés filtration, la solution est évaporée par un évaporateur rotatif de type Bilichi Rotavapor
R- 491 a 50°C. Puis séché a I'étuve a une température ne dépasse pas 45°C (MATKOWSKI
et PIOTROWSKA, 2006) et I'extrait sera conserveé jusqu'a l'utilisation (figure 10).
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2.2. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est calculé par la formule donnée par (FALLEH et al., 2008)

R (%) = 100 Mext / Méch

R : est le rendement en.%
Mext : est la masse de I’extrait apres évaporation du solvant en g.

Meéch : est la masse séche de 1’échantillon végétal en g.
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8 g du matériel végétal
(poudre)+ 80 ml

de (éthanol/eau)

Ny

8 g du materiel végétal
(poudre)+ 80 ml

de eau distillée

P4

Maceération a la tempeérature
ambiante et a I'ombre 24h

(Répétée trois fois)

Filtration

Evaporation a
(41°C)

v

2 Extrait
brut
(éthanolique

/ aqueux)

Figure 10: Protocole d'extraction par macération des extraits bruts.
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2.3. Screening phytochimique
Un criblage phytochimique préliminaire a été utilisé pour trouver la présence de
composants secondaires dans I'extrait de feuille en utilisant les méthodes standard.

2.3.1. Saponosides

Dans un tube a essai, introduire 10 ml de I'extrait a analyser, agiter pendant 15 secondes
et laisser reposer le mélange pendant 15 minutes. L'apparition de mousse persistante indique
la présence de saponosides (FETTAH, 2019).

2.3.2. Alcaloides

Macération de 1 g de poudre végétale dans 5 ml de H2SO4 dilué au 1/10 (24 h), le
mélange obtenu a été filtré dans le papier filtre. Le filtrat a été traité avec le réactif de
Wagner. La formation d'un précipité brun révéle la présence des alcaloides. (PARIS et
MOYSE, 1969).

2.3.3. Tanins

Les tanins sont mis en évidence a partir de 1 ml I'extrait a analyser dans un tube en
présence de quelques gouttes de FeCl3 (1% préparé au 1'eau distillée). Aprés 1’agitation de
I’extrait, la couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au brun verdatre en
présence de tanins catéchiques (KARUMI et al., 2004).

2.3.4. Flavonoides

A 1 ml de I'extrait sont ajoutés 1ml d'alcool chlorhydrique (4 ml EtOH et 1 ml d'HCI
concentré), environ 0, 5 g de copeaux de magnésium, l'apparition d'une coloration rose,
orange ou rouge violacé se produit lorsqu'il y a des flavonoides (flavonols, flavones,
flavonones) (TLILI, 2015).

2.3.5. Stérols et triterpénes

Macéré 1g de poudre végétal dans 5ml d'éther pendant 24h, apres la filtration on
évaporé le filtrat, puis on ajoute 1 ml d'Anhydride acétique et 1 ml de Chloroforme avec un
peu d'acide sulfurique; On observe une anneau rouge-brunatre, alors qu'en présence de stérols
et triterpénes (TREASE et EVANS, 1987).
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2.3.6. Anthocyanes

Infusion de 0.5g de poudre végétal dans 10 ml d'eau bouillant (15 min), apres la
filtration on métre 1 ml dinfusé et on ajoute 1ml HCI (2N) avec quelques gouttes
d'ammoniac; Si la coloration s’accentue par acidification puis vire au bleu violacé en milieu

basique, conclure a la présence d’anthocyanes (DEBRAY et al., 1971).

2.4. Analyse quantitative des composees phénoliques
2.4.1. Dosage de polyphénols totaux
Iml de la solution d’extrait brut sont additionnés a 1ml du réactif de folin-ciocalteu
(diluer 10 fois) aprés 5 min, on ajouté 0.8ml de carbonate de sodium (Na2 Co3) a 7.5 % le
mélange est incubé pendant 1h a I’abri de la lumicre. L’absorbance est lue a 765 nm. La
concentration des polyphénols totaux est exprimée en milligramme d’équivalent en acide
gallique par gramme de I'extrait (NABTI et BELHATTAB, 2016).

2.4.2. Dosage de Flavonoides

La détermination des flavonoides totaux a été effectuée par la méthode de trichlorure
d’aluminium (AIC13), le dosage consiste a prendre un volume de 1ml d’extrait brut avec 1ml
d’AICI3 (2%), apres incubation pendant 30 mn a I’obscurité a 37°C, 1’absorbance est mesurée
a une longueur d’onde 430nm. Les concentrations des flavonoides de I’échantillon sont
déterminées a partir une gamme d’étalonnage établie avec la quercétine (MAHMOUDI et al.,
2013).

2.5. Etude de I'activité antimicrobienne des extraits
2.5.1. Préparation des dilutions des extraits (concentration)
Différentes concentrations (15mg/ml ; 30mg/ml ; 45mg/ml et 60mg/ml) d’extrait brut
ont été préparé par DMSO (MEDDOUR et al., 2013).

2.5.2. Préparation le milieu du culture
On met a la stérilisation et a la surfusion de milieu de culture (Muller Hinton) a I'aide
d'autoclave pendant 15 min a 121°C, puis on le verse dans les boites de Pétri a 4 mm de

hauteur et on laisse quelques minutes jusqu'a la solidification (HARRAR, 2012).

2.5.3. Préparation des disques
Des disques de 6 mm de diametre préparés par de papier Wathman N°1, et autoclavés
pendant 20 minutes a 120°C. Des disques de papier Wathman stériles sont imprégnes de

concentrations croissantes d’extraits secs repris avec le diméthyle sulfoxyde (DMSO) (Cl1=
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15mg/ml, C2= 30mg/ml, C3= 45mg/ml et C4= 60 mg/ml) et appliques, a I’aide d’une pince,

sur la surface du milieu gélose Miller Hinlton.

2.5.4. Inoculum
v" A partir d'une culture pure des bactéries a tester sur milieu d'isolement, racler Par une

anse de platine, quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

v' Décharger l'anse dans 5 ml d'eau physiologique stérile, bien homogénéiser la

suspension bactérienne.

v' L'ensemencement doit se faire en moins en quelques min aprés la préparation de
I'inoculum (DAOUADJI, 2010).

2.5.5. Ensemencement

v' La culture se fait dans un milieu stérile en présence de bec bunsen.

v' Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne (il évite la

contamination du manipulateur et de la paillasse).

v' L'essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le

décharger au maximum.
v" Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas.

v’ Répéter I'opération deux fois, en tournant la boite de Pétrie de 60° a chaque fois, sans
oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir I'ensemencement en passant

I'écouvillon sur la périphérie de la gélose.

v’ Les disques sont disposés sur la surface de la gélose a I'aide d'une pince stérilisée au
bec bunzen (4 disques de I'extrait et 1disque de antibiotique) (DAOUADJI, 2010).

2.5.6. Incubation et lecture

Aprés incubation 24 - 48 heures a 37°C pour les bactéries et les souches fongiques dans
I'étuve, Les résultats sont observes (BOUDJOUREF, 2011). L’activité antibactérienne a été
déterminée en mesurant a 1’aide d’une regle le diameétre en mm de la zone d’inhibition et

comparée avec celle d'un antibiotique comme contrdle positif.
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3

Yy ) —

Colonie microbienne Préparation des dilutions Ensemencement

la suspension

Dépét des disques imprégnés par 1ml d'extrait végétal

o X
S BV

Incubation a 37°C pendent 24h a 48h

Mesure des diameétres des zones d'inhibition

Figure 11: Protocole d'étude de I'activité antimicrobienne des extraits
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Dans notre étude, nous avons déterminé le rendement d’extraction par macération de
certains éléments du métabolisme secondaire a partir de la partie aérienne de deux plantes
(Euphorbia cheirdenia et Anabasis oropediorum), le dosage des composes phénoliques totaux
(PPT), flavonoides totaux (FVT) ont également été mesures. Pour compléter l'analyse
phytochimique des extraits éthanoliques et aqueux, nous avons évalué 1activité

antimicrobienne des souches testées.

1. Rendement d’extraction
Les valeurs obtenues du rendement des différents extraits sont représentées dans la
figure suivante.

37.2

35 -
30 -

25 16.9
20

15 -
10 - M Extrait éthanoliques

14.4

B Extrait aqueux

Rendement %

Euphorbia Anabasis

chiredinia oropediorum
les plantes

Figure 12: Rendements des extraits des plantes étudiées.

Les taux d’extraction les plus importants sont obtenus en utilisant I’eau comme solvant
par une taux d’extraction de 0.372 % pour la plante Anabasis oropediorum, suivis par

I’extraction en utilisant 1’éthanol par un taux d’extraction de 0.114%.

Pour la plante Euphorbia cheirdenia ; l'utilisation de 1’éthanol comme solvant a donné
taux d’extraction 0.169%, suivis par 1’extraction utilisant 1’eau qui a donné le rendement le
plus faible 0.078%. Selon I'étude de GHNIMI, (2015), Les feuilles de Ricinus communis ont
donné le meilleur rendement aussi bien par leur extrait aqueux (27, 16 + 0, 16%) que par leur
extrait hydro-éthanolique 70% (32, 36 + 0, 06%), c'est bien moins que le rendement de notre

plante étudiée.
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La période de récolte de la plante, la procédure de séchage, la granulométrie des
particules, le temps de macération, le volume ainsi que la nature du solvant, constituent les
paramétres susceptibles d’influencer le taux d’extraction et d’affecter ainsi D’activité
antibactérienne des extraits (MALLIKA et DHAR, 1980; ELOFF, 1998 ; PINELO et al.,
2005 ; ELOFF et MCGAW, 2006 ; SIPGNO et al., 2007; HAYOUNI et al., 2007).

Ces différences des taux d’extractions obtenus, sont dues au fait, que la teneur en
métabolites secondaire dépend de plusieurs facteurs tels que I’espéce, 1’origine, le stade de
croissance, les influences environnementales et le patrimoine génétique (BRUNETON,
1999).

2. Screening phytochimique

Les tests du screening phytochimiques a pour but la détermination des différents
groupes chimiques contenus dans un organe vegetal. Il s’agit d’une analyse qualitative basée
sur des réactions de coloration et/ou de précipitation. Les groupes phytochimiques sont
nombreux, mais on peut citer les principaux: les alcaloides, flavonoides, tannins, les

saponosides, Terpenoides, Stérols et triterpénes, Anthocyanes.

Les résultats de ce criblage phytochimique sont reportés dans le (Tableau 04), Il révéle

la présence ou I’absence des groupes des métabolites secondaires.

Tableau 04: Résultats de screening phytochimique des extraits.

Résultats Extrait Résultats Extrait
Métabolites Ethanolique Aqueux
Testés Remarque Euphorbia | Anabasis | Euphorbia | Anabasis

cheirdenia | oropediorum | cheirdenia | oropediorum

Alcaloides | Précipité brun + + + +

Flavonoides Coloration rose + + + +
ou rouge

Saponines | Ecume - - - +

persistance
Tanins coloration vert + + + +
foncé ou bleu

vert
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Stérolset  anneau - - + +
Triterpénes | rougebrunatre
ou violet
Anthocyanes Coloration rose - 2 - +
ou rouge qui
vire au bleu-
violacé

+ : Présence ; - : Absence.
Les résultats obtenus montrent que :

v I'extrait ethanolique de ces plantes est riche de alcaloides, flavonoides, tanins et ne

contient pas : les stérols/ triterpénes, et les anthocyanes.

D'autre etude sur la plante Euphorbia hirta, il est confirmé la richesse en alcaloides,
flavonoides, tanins (AHMAD et al., 2017).

v’ D’extrait aqueux de deux plantes est riche en flavonoides, les stérols/ triterpenes,
tanins, alcaloides, anthocyanes, Saponines, sauf pour [’Euphorbia cheirdenia Qqui

mangue des saponines et des anthocyanes.

Les test phytochimique pour I’extrait aqueux de Amaranthus viridis, de le méme la
famille (Amaranthaceae), montre une richesse en ces composés métaboliques secondaires
(EMMANUEL et al., 2018). De méme, Alchornea Cordifolia, appartient & la famille des
Euphorbiaceae, semble riche en ces composés (ISIDORE et al., 2018).

Une analyse phytochimique qui permet de déterminer qualitativement les composés non
nutritifs mais biologiquement actifs qui conferent la saveur, la couleur et d'autres
caractéristiques a la plante. C'est pour cela les plantes des zones arides produisent plusieurs
types de métabolites secondaires afin de se défendre et pouvoir subsister aux contraintes
imposees par le climat et le milieu (RIRA, 2006).

La détection de ces composés chimiques est basee sur des essais de solubilités des
constituants, des réactions de précipitation, un changement de couleur (KANOUN, 2011).
L'ensemble des groupes chimiques ainsi identifiés, ayant des propriétés pharmacologiques
diverses (OUEDRAOGO, 2001). Ce qui justifier l'utilisation multiple de Euphorbia
cheirdenia et Anabasis oropediorum en tradi-thérapeutique.
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Le potentiel d’une plante médicinale est attribué a I’action de ses constituants
phytochimiques. Ils sont produits comme métabolites secondaires, en réponse au stress
environnemental ou pour assurer une mecanisme de défense aux agressions provoquant des
maladies chez les végétaux (MOHAMMEDI, 2013).

En effet les flavonoides jouent un rble dans la coloration des végétaux
(RIBEREAUGAYON et REYNAUD, 1968), Aussi ils possédent des roles trés importants
dans les plantes, dont elles protegent les plantes contre le stress hydrique et génére une
tolérance des plantes aux metaux lourds présente dans les sols. Hors la plante, les flavonoides
possedent plusieurs effets pharmacologiqgue (MAKHLOUFI, 2010).

Les flavonoides protégent les aliments d’origine végétale de I’oxydation, ce sont des
antioxydants réputés pour leur action anti radiculaire (MAKHLOUFI, 2010).

La présence les alcaloides peut expliquer des activités biologiques diverses (MILCENT
et CHAU, 2003). Il jouent a faibles doses, le role d’anesthésique locaux, d’analgésique,

d’antibiotiques, d’antiparasitaires, d’antipaludique et d’anti-tumoraux (CHENNI, 2010).

En parallele, on note la présence de tanins, ce composé qui donne un golt amer a
I’écorce ou aux feuilles et les rendent impropres a la consommation pour les insectes ou le
bétail (EBERHARD et al., 2005). Les plantes peuvent produire des substances phénoliques
(tannoides) en réponse a un stress environnemental, suscité par différents facteurs: déficience
en éléments nutritifs, seécheresse, surchauffage (températures élevées) et l'intensité lumineuse
(RIRA, 2006).

3. Analyse quantitative de composés phénoliques
3.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux a été effectué par la méthode spectrophotométrique
adaptée de WONG et al., (2006) avec le réactif de Folin-Ciocalteu. C’est I’'une des méthodes
les plus anciennes congue pour déterminer la teneur en polyphénols, des plantes médicinales

et les nourritures.

Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme
d’extrait (mg EAG/g E). Cette teneur est calculée en utilisant 1’équation de la régression
linéaire d’acide gallique est le standard le plus souvent employé dans cette méthode

(Figurel3).
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Figure 13: Courbe d'étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

A partir de la courbe d’étalonnage, la concentration des polyphénols totaux des extraits
aqueux Euphorbia cheirdenia présente une quantité importante en concentration des
polyphénols a savoir une moyenne de 28.35 mg EAG/g E. Par contre, une moyenne de 1.46

mg EAG/g E est obtenue pour I'extrait la plante Anabasis oropediorum.

Selon la figure 14, on note que la concentration des polyphénols totaux le plus
important est obtenu pour I' extraits éthanolique , représenté par la plante Euphorbia
cheirdenia a savoir une moyenne de 6.44 mg EAG/g E. Alors que, une valeur de 1.36 mg

EAG/g E est obtenue pour I'extrait la plante Anabasis oropediorum.

Dans une étude de GHNIMI, (2015) sur la plante Jatropha de | méme la famille
(Euphorbiaceae), les résultats révelent que la teneur de polyphénoles est trés importante avec
une moyenne de 254, 30 mg EAG/g E.

Le choix du systeme de solvant d’extraction est trés important dans la détermination

des teneurs en polyphénols totaux (TIRICHINE, 2010).

La distribution des métabolites secondaires peut changer pendant le développement de
la plante. Ceci peut étre lié aux conditions climatiques hostiles (la température élevée,
exposition solaire, sécheresse, salinité) qui stimulent la biosynthese des meétabolites
secondaires tels que les polyphénols. En effet, la teneur phénolique d'une plante dépend d'un
certain nombre de facteurs intrinséques (génétiques) et extrinseques (conditions climatiques,

les pratiques culturelles, la maturité a la récolte et les conditions de stockage) (FALLEH et
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al., 2008), aussi dépendent a l'organe analysé, et les conditions d'échantillonnage
(SCHLESIER et al., 2002), les différentes maladies qui peuvent affecter la plante (PARK et

CHA, 2003).
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1.46 1.36

M Extrait éthanolique
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Euphorba
cheirdenia

Les plantes

Figure 14 : Teneurs en polyphénols totaux dans les plantes étudiées.

3.2. Dosage des Flavonoides
Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI3) (BAHORUN et al., 1996). L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de 430

nm. La courbe d’étalonnage de quercétine représentés dans la Figure 15.
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Figure 15: Courbe d'étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux
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Euphorbia cheirdenia possede la concentration des flavonoide pour I' extrait aqueux la
plus importante & savoir une moyenne de 6.91 mg EQ/g E. Par contre, une valeur de 1.41 mg
EQ/g E a été enregistrés pour I'extrait la plante Anabasis oropediorum.

On note que la concentration des flavonoide la plus grande été obtenue pour I' extrait
éthanolique , représenté par la plante Euphorbia cheirdenia a savoir une moyenne de 6.64 mg
EQ/g. QOutre, on a enregistré une valeur faible de 4.11 mg EQ/g E pour l'extrait la plante

Anabasis oropediorum.

Dans une étude de GHNIMI, (2015) sur la plante Ricinus communis L de la méme
famille (Euphorbiaceae), Les résultats révelent que la teneur la plus élevée en des flavonoide
des moyennes respectives de 213 mg EQ /g E.

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
(MOHAMMEDI et ATIK, 2011 ; ILOKI-ASSANGA et al.2015).

Cette variabilité est due a plusieurs facteurs: les conditions de séchage, d’extraction en
terme de méthode, temps, température, granulométrie, solvant, nombre d’étapes d’extraction,

I’expression des résultats et 1’état et la provenance géographique (LUTHRIA, 2008).
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Figure 16 : Teneur en flavonoides totaux des plantes étudiées.
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4. Activités antimicrobienne des extraits
Nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobien des extraits obtenus a partir des
plantes étudiées par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solide "Mueller

Hinton" vis-a-vis des microorganismes a tester.

Le DMSO a éte testé comme solvant (contrdle négatif), les résultats montrent que le
solvant est approprié et ne présente aucun effet sur la croissance normale des toutes souches

microbiennes.

L’activité antimicrobienne d’extrait a été estimée en termes de diamétre de la zone
d'inhibition (mm) autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de cis germes
pathogenes qui sont: Esherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,

Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa.

Comme cela a été rapporté dans la littérature, seules les zones d'inhibition supérieures a
10 mm sont considérées comme positives (HASSAN et al., 2006), et les extraits ont une

action bactériostatique si son diamétre d’inhibition est supérieur & 12 mm (SAGDAGC, 2003).

Les souches testées ont montré des sensibilités différentes aux antibiotiques standards
utilisés. les résultats sont illustrés dans les figure 17 et 18 et tableau 7.

Les extraits Euphorbia cheirdenia ageuex étaient plus actifs que les extraits Anabasis
oropediorum. Les résultats montrent que des extraits le plante Euphorbia cheirdenia, a un
effet inhibiteur faible sur Escherichia coli (zone d’inhibitions de 9 mm) et Staphylococcus
aureus (zone d’inhibitions de 8 mm) et aucun effet sur la croissance des autres souches
bactériennes et champignons testés, par rapport d' antibiotiques de références ayant un

pouvoir antibactérienne remarquable et aucun effet sur les champignons.

De méme, aucun effet inhibiteur par les extraits la plante Anabasis oropediorum a été

observé sur la croissance bactérienne et fongiques (zone d’inhibitions de 6 mm).

Le choix des souches bactériennes testées dans la présente étude était basé sur le
caractére de multi résistance envers les antibiotiques classiques et 1’agent pathogeéne le plus
fréquemment impliqué dans les infections humaines, d’origines bactériennes (KAYSER et
al., 2005).
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Malgré I'effet antibactérien faible d'Euphorbia cheirdenia dans notre étude, mais Cet
effet demeure tres faible par rapport a celui les antibiotiques, et I'absence d'effet dans extrait
une plante Anabasis oropediorum .

Selon BOUAZIZ et al., (2009), L'absence d'efficacité de ces plantes sur Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans a été constatée, et
I'absence d'efficacité sur les champignons a la fois pour Euphorbia cheirdenia et Anabasis
oropediorum, il est de méme pour les antibiotiques, a cause son efficacité unique sur les

bactéries et non sur les autres microbes (champignons, parasites, virus...).

Cette grande différence peut étre expliquée pour de nombreuses plantes, en fonction de
la date de la récolte il aura des variations trés importantes dans la composition chimique et de
I’activité antibactérienne (ATHAMENA, 2009).

Extrait ethanolique Extrait agueux

M P,aeruginosa 4 M P,aeruginosa

B E,coli M E,coli
i S,auereus 3 W S,aureus
B S,epidermidis 5 B S,epidermidis
m C,albicans m C,albicans
1
0
Ci15 C30 C45 C60 Ci5 C30 (€45 Ce0

Figure 17 : Effet des extraits Euphorbia cheirdenia sur les souches microbiennes testées

en fonction des différentes concentrations d'extrait.
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Extrait ethanolique

Extrait agueux

C15 (C30 (45

C60

B P,aeruginosa

M E,coli

m S,aureus
B S,epidermidis

m C,albicans

C15

C30 (45

Ce0

M P,aeruginosa
M E,coli

W S,aureus

B S,epidermidis

m C,albicans

Figure 18 : Effet des extraits Anabasis oropediorum sur les souches microbiennes testées

Tableau 05 : Diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne (mm)

en fonction des différentes concentrations d'extrait.

obtenus par différents les antibiotiques.

Les souches E GEN | OXA | AMO | PEN | OFL | VAN | ERY | AZT | AMC
=
S

P.aeruginosa | = 17 6 6 10 13 6 6 15 6
£

E.coli ST 6 6 6 17 7 10 11 12
-5}
=

S.aureus E 17 11 18 11 11 12 8 6 17
P

Sepidermidis | | 17 | 11 | 11 | 6 6 6 6 8 25
:g

C.albicans 8 6 6 6 6 6 6 6 6 6
a

Pseudomonas aeruginosa / Escherichia coli / Staphylococcus aureus / Staphylococcus

AMC : Amoxicillin 10ug/disque / AMO : Amoxyclav 30ug/disque / AZT : Aztreonam

epidermidis / Candida albicans

30pg/disque / ERY : Erythromycin 15ug/disque / GEN : Gentamicine 10ug/disque / OXA :
Oxacillin 1pg/disque / OFL : Ofloxacin 5ug/disque / PEN : Penicillin 10ug/disque / VAN :

Vancomycin 30ug/disque.




Chapitre 11 Résultats et Discussion

Ces activités observées sont par ailleurs expliquées par les résultats de I'analyse
chimique des plantes (tableau 04) qui révele la présence des composés tels que les alcaloides,
les tanins, les flavonoides dont les propriétés anti-microbiennes ont déja été demontrées
(BOUZID, 2011).

Tels que les différentes classes de polyphénols essentiellement les tanins et les
flavonoides peuvent augmenter la toxicité des extraits envers les micro-organismes. Cette
toxiciteé est fonction du site et du nombre de groupements hydroxyles présents sur le composé
phénolique (HARRAR, 2012).

En outre, il est évident que l’augmentation de 1’hydroxylation conduit a une
augmentation de la toxicité. L’effet antibactérienne de ces phénols peut étre expliqué par
I’inhibition de la croissance bactérienne suite a leur adsorption sur les membranes cellulaires,
I’interaction avec les enzymes et les effecteurs ou la privation en substrats et ions métalliques
(DHAOUADI et al., 2010).

Aussi, Dactivité antimicrobienne et donc anti-infectieuse des flavonoides a été
démontrée par de nombreuse études. Cette activité est due principalement a la capacité de ces
molécules a inhiber I’expression de ’ADN et la synthése de certaines enzymes et protéines
membranaires des microorganismes (ULANOWSKA et al., 2006).

Les flavonoides ont une activité antibactérienne tres vaste et trés diversifiée. En effet, ils
s’attaquent a un grand nombre de bactéries avec une intensité¢ différente selon le
microorganisme et 1’écosystéme dans lequel il se trouve : les flavonoides sont capables
d’inhiber la croissance de différents types de bactéries : Staphylococcus aureus ; Escherichia
coli (CHENNI, 2010).

Le diametre de la zone d'inhibition dépend principalement de nombreux facteurs, par
exemple : capacité de diffusion de substances (présentes dans les extraits) dans le milieu de
gélose, pouvoir antimicrobien des substances diffusées, la croissance et activité métabolique
des micro-organismes dans le milieu (BANDEIRA, 2006), en plus en fonction de la date de la
récolte il aura des variations trés importantes dans la composition chimique et de ’activité

(ATHAMENA, 2009).
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Conclusion

Conclusion

Malgre le développement de l'industrie des médicaments d'origine chimique, la
phytothérapie traditionnelle constitue actuellement une source de reméde par excellence. Les
plantes medicinales resteront toujours une source finale de principes actifs d’intérét
thérapeutiques, ils représentent une source inépuisable de substances et composés naturels

bioactifs qualifiés de métabolites secondaires.

La recherche des molécules bioactives dans les extraits de plantes va mener a leur
utilisation comme alternative des molécules de synthése et d’autre part du besoin de la

recherche d’une meilleure médication par une thérapie plus douce sans effets secondaires.

Le présent travail a porté sur 1’étude phytochimique de deux plante saharienne de la
région d'EI-Oued: Euphorbia cheirdenia et Anabasis orpediorum ; ainsi que I'étude de leurs

activités antimicrobienne contre certains bactéries et champignons pathogenes.

Les analyses qualitatives et quantitatives d'extraits de nos plantes (Euphorbia
cheirdenia et Anabasis orpediorum) préparés a partir de différents solvants : I’éthanol, 1’eau
par macération pour les parties aériennes, a révélé la richesse ces plantes a métabolites
secondaires ou nous avons constaté la présence des flavonoides, des tritérpénes, des saponines

et stérols et triterpenes, tanins, alcaloides, anthocyanes.

Le dosage quantitatif des polyphénols totaux a révélé que I’extrait aqueux est plus riche
en polyphénols pour la plante Euphorbia cheirdenia que I'extrait éthanolique, avec une faible
quantité dans la plante Anabasis orpediorum. Le dosage quantitatif flavonoides a révélé aussi
que I’extrait aqueux est plus riche flavonoides pour la plante Euphorbia cheirdenia que

I'extrait éthanolique, et une quantité faible la plante Anabasis orpediorum.

L’activité antimicrobienne a été déterminée sur quelque souches bactériennes et une
souche fongique. Les souche étudiées présentent une faible sensibilité vis-a-vis a I’extraits les
plantes, avec faible d’inhibition sur Escherichia coli (zone d’inhibition de 9 mm) et un
minimum d’inhibition sur Staphylococcus aureus (zone d’inhibitions de 8 mm), les résultats
indiquent que les deux extraits possédent une activite antimicrobienne moyennement faible

sur les souches testées.
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Conclusion

Cette activité peut se différer en fonction de I'extrait et selon la méthode d'extraction qui
influencent sur la nature des composés présents dans les deux extraits et leur efficacité sur

I'activités biologiques.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une étape dans la recherche
de substances d'origine naturelle biologiquement active, une étude in vivo est souhaitable,

pour obtenir une vue plus approfondie sur les activités antimicrobienne de ces plantes.
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Résumé

Résumé

Les ressources naturelles du regne végétal restent la source fiable et capitale pour la
mise au point de nouveaux remedes thérapeutiques, ont une grande partie reste encore vierge
et nécessite des études approfondis, alors il porte sur notre objectif sera alentour I'étude
phytochimique et I'activité antimicrobienne de la partie aérienne de Anabasis oropedisaum et

Euphorbia cheirdenia et I'étude de leurs activiteés antimicrobienne.

Le screening chimique a mis en évidence la présence de flavonoides, les stérols, les

triterpenes, les tanins, les alcaloides, les anthocyanes, les saponines dans les plantes étudiées.

En utilisant la méthode de macération, on a obtenu les rendements pour les plantes, ou,
I'extrait aqueux de la plante Anabasis oropediorum est le plus élevé de 0.372 % ; suivis par
I'extrait éthanolique par un taux d’extraction de 0.114%. Pour la plante Euphorbia cheirdenia
; l'utilisation de I’éthanol comme solvant a donné un taux d’extraction 0.169%, suivis par

I’extraction utilisant 1’eau qui a donné le rendement le plus faible 0.078%.

Le taux le plus élevé en polyphénols a été enregistré pour l'extraits aqueux d'Euphorbia
cheirdenia avec une moyenne de 28.35 mg EAG/QE et le plus faible étais pour I'extraits
éthanolique d'Anabasis oropediorum avec une moyenne de 1.36 mg EAG/gE.

L'extrait aqueux d'Euphorbia cheirdenia présente la concentration en flavonoide la plus
importante a savoir une moyenne de 6.91 mg EQ/g E. Par contre, Anabasis oropediorum
présente la concentration la plus élevée en flavonoide pour I' extrait éthanolique avec une

moyenne de 4.11 mg EQ/g E.

L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne de Il'extrait éthanolique d'Euphorbia
cheirdenia a révélé une faible activité contre les souches E. coli, Staphylocccus aureus dont la
zone d’inhibition est respectivement de 9 mm et 8 mm, avec un effet nul contre le souche
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Candida albicans. Aucune activité

antimicrobienne d'extrait Anabasis oropediorum contre les souches testées.

Mots-clés: Plantes médicinales, Anabasis oropediorum, Euphorbia cheirdenia, Activité

antimicrobienne. Etude phytochimique.
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Résumé

Abstract

The natural resources of the plant kingdom remain the reliable and capital source for the
development of new therapeutic remedies, a large part of them still remains virgin and
requires in-depth studies, so our objective will be about the phytochemical study and the
antimicrobial activity of the aerial part of Anabasis oropedisaum and Euphorbia cheirdenia

and their antimicrobial activities.

The chemical screening revealed the presence of flavonoids, sterols, triterpenes, tannins,

alkaloids, anthocyanins, saponins in the plants studied.

By using the method of maceration, the yields were obtained for the plants, where, the
aqueous extract of the plant Anabasis oropediorum is the highest of 0.372%, followed by the
ethanolic extract with an extraction rate of 0.114%. For the Euphorbia cheirdenia plant; the
use of ethanol as solvent gave an extraction rate of 0.169%, followed by the extraction using
water which gave the lowest yield 0.078%.

The highest polyphenol content was recorded for the aqueous extracts of Euphorbia
cheirdenia with an average of 28.35 mg EAG/gE and the lowest was for the ethanolic extracts

of Anabasis oropediorum with an average of 1.36 mg EAG/ gE.

The aqueous extract of Euphorbia cheirdenia has the highest flavonoid concentration,
with an average of 6.91 mg EQ/g E. however, Anabasis oropediorum has the highest

flavonoid concentration for the ethanolic extract with an average of 4.11 mg EQ/g E.

The evaluation of the antimicrobial activity of the ethanolic extract of Euphorbia
cheirdenia revealed a weak activity against the strains E. coli, Staphylocccus aureus whose
zone of inhibition is respectively 9 mm and 8 mm, with no effect against the strain
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Candida albicans. No antimicrobial

activity of Anabasis oropediorum extract against strains tested.

Keywords: medicinal plants, Anabasis oropediorum, Euphorbia cheirdenia,

Antimicrobial activity. Phytochemical study.

66



Résumé

uaidlall
0nS e On 1 Yy ¢ Buas Aaadle Apal skl Ll 5 B 58 5a 1 50me dsll) Alaall Agaplal) o)) sall 25
ﬁ@\uﬁ;ﬂd\dﬁwﬁ@\)ﬂ\cdhsﬁbﬁ% u}&nﬂ]ﬂcaﬁau&b\)ddkﬁgu}ﬂ):\cw\ QU\_\.\]\UA
Euphorbia cheirdenia sAnabasis oropedisaum ¢s s =l ¢ jall & by Suall sbadl) LaLiall

Gl glall 5 (adall g Gy il 5 Y g piiall g 3 53 80N LS je a5y 0o (Phes)) (andll (AES Sua

syl L B i a5 s S8

Anabasis <l Jldl galdiudl S Sua ¢ agopall Je Jpanll & ¢ adill 455k aladtiul
Euphorbia 4l 70,114 cadaiu) sy Jali¥) paldied) 4l ¢ 70,372 4w Jeloropediorum
G hel ) eldly (adaiuy) 4l 70,169 padiinl Jine el ot J3IG) Hasiul scheirdenia.

0,078 by

L sia Euphorbia cheirdenia ¢ &bl claliiuall Jgdl all ssle o 5 sine leb Jimass
Anabasis (e Ay claliiud B )paliiull e ¢/ blall aes e A8 e 28.35)
((oaliiuall (o ¢ / SR Gaes (e 886 ke 1.36) e sicoropediorum

L giag ol ¢ w50 e 3853 el e Euphorbia cheirdeniacus oo el (aliivdl (s siny

Slel e Anabasis oropediorum ¢ssiss ¢ s Al Al e g)paliind) e ¢/ G S (e (A8 31da 6.91)
ol Ga g/ O S e S e 4.1 o s (ALY Galitonall 3 ) e 38 5

i LU oe Euphorbia cheirdenia o« 5 palaiudl a5 jSoall sliaall lial) a8t CailsS

sl asmgare s ¢ sl e an 8 5 ae 9 Ledani dihaie il IStaphylocccus aureus SE. coli
saliiual ail g Suall LU 2 0 Y ¢ Staphylococcus epidermidis s Pseudomonas aeruginosa
B0l Y3l asmAnabasis oropediorum

slae LLis <Euphorbia cheirdenia ¢« Anabasis oropediorum ¢l clils sdalidel) cilal<
Al eLaasSh A )y ey 5 S0l

67



