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Résumé

Les plantes medicinales constituent une source riche et diversifiée en molécules bioactives, qui
ont une application commerciale dans les domaines pharmaceutiques et biomédicaux. Notre travail
s’inscrit dans le cadre de la valorisation des ressources naturelles, nous nous sommes intéressés
dans ce travail a 1’étude des taux des composés phénoliques, des tocophérols, 1’évaluation des
propriétés antioxydantes et antimicrobiennes des extraits de deux plantes médicinales, Thymelaea
virgata (Desf.) et Nolletia chrysocomoides (Desf.).

Des extractions successives, par des solvants organiques a polarité croissante (hexane, acétate
d’éthyle et méthanol), ont abouti a des différents rendements. Le dosage quantitatif des
polyphénols totaux montre la richesse de 1’extrait méthanolique de T. virgata avec une valeur de
110,2154+2,688 mg EAG/g ES, alors que ’extrait de N. chrysocomoides présente une teneur de
63,645+ 5,108 mg EAG/g ES. Tandis que le taux en tocophérols est de I’ordre de 15,829 mg
EVE/g ES pour T. virgata et 53987 mg EVE/g ES pour N. chrysocomoides. Le pouvoir
antioxydant de ces extraits a été évalué in vitro par le test de DPPH. D’apreés les résultats obtenus
les deux plantes possédent des propriétés antioxydantes dont la plus importante est enregistrée
chez I’extrait méthanolique de T. virgata de 8,258 mg/g ES.

L’activité antimicrobienne des extraits a été étudié vis-a-vis plusieurs souches bactériennes et
fongiques par la méthode de diffusion sur milieu gélosé et celle des dilutions sur milieu liquide,
les résultats obtenus montrent que nos extraits, sont doués d’une activité antimicrobienne. La plus
importante était de I’extrait méthanolique de N. chrysocomoides contre Candidat albicans 26 et
Candidat albicans 10 avec des zones d’inhibition de 26,3 et 22,6mm respectivement. Les valeurs
de la concentration minimale inhibitrice des différents extraits ont montré un large éventail de

valeurs jusqu’a 0,195 mg/ml.

Mots clé: Thymelaea virgata, Nolletia chrysocomoides, solvants organiques, coOmposés

phénoliques, tocophérol, activité antioxydante, activité antimicrobienne.



Abstract

Medicinal plants are a rich and diverse source of bioactive molecules that have commercial
applications in the pharmaceutical and biomedical fields. In this work, we are interested in the
study of the rate of phenolic compounds, tocopherol, as well as the evaluation of antioxidant and
antimicrobial properties of extracts from two medicinal plants, Thymelaea virgata (Desf.) and
Nolletia chrysocomoides (Desf.).

The successive extractions with increasing polarity organics solvents (hexane, ethyl acetate, and
methanol) have resulted a different yield. The quantitative dosage of total polyphenols
demonstrates the richness of T. virgata methanolique extract with a value of 110,215,688 mg
EAG/g ES, whereas N. chrysocomoides's methanolique extract has a value of 63,645 5,108 mg
EAG/g ES. While the tocopherol level is around 15,829 mg EVE/g ES for T. virgata and 5,3987
mg EVE/g ES for N. chrysocomoides. The antioxidative activity of these extracts was determined
in vitro using the DPPH test. According to the results, both plants have antioxidant properties, with
the most significant being found in T. virgata's methanolique extract (8,258 mg/g ES).

The antibacterial activity of the extracts was investigated using diffusion on agar medium and the
dilution method in a liquid medium; the results show that our extracts have antibacterial activity.
The most significant inhibition zones are 26,3 and 22,6mm for N. chrysocomoides methanolique
extract against Candidat albicans 26 and Candidat albicans 10. The values of the inhibitory

concentration minimal of various extracts revealed a wide range of values up to 0.195 mg/ml.

Key words: Thymelaea virgata, Nolletia chrysocomoides, organics solvents, phenolic compounds,

tocopherol, antioxydant Activity, antimicrobial activity.
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Introduction générale

Introduction générale

D epuis I’antiquité, I’humanité a utilisé les plantes pour traiter les maladies, sans savoir a quoi
étaient dus leurs effets bénéfiques. Aujourd’hui, les traitements a base des plantes reviennent au
premier plan, car I’efficacité des médicaments décroit avec le temps ce qui oriente les chercheurs

scientifiques a faire des études approfondies sur les plantes médicinales (Medjekal et al., 2016).

Les plantes renferment une part importante de composés qui interviennent dans
I’ensemble des réactions biochimiques ayant lieu dans 1’organisme. Deux groupes de métabolites
ont été distingués, primaire et secondaires. Les métabolites primaires sont des molécules
organiques qui se trouve dans toutes les cellules végétales pour y’assurer sa survie. Quant aux
métabolites secondaires, se sont des molécules ayant une répartition limitée et qui ne sont pas
toujours nécessaire a la survie. lls ont un intérét multiple, ils sont mis a profit en thérapie comme
antioxydants, antibactériens, antifongiques, anti-inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, ...etc.
(Hartmann, 2007).

L’Algérie par sa position géographique, posséde un important patrimoine botanique. Il
existe plus de 3000 espéces végétales. Parmi ces ressources naturelles les plantes aromatiques et
médicinales occupent une large place et jouent un role important dans 1’économie nationale. Elle
a ¢té utilisée dans une variété de domaines, y compris : I’industrie alimentaire, agriculteur, la

pharmacie et la phytothérapie (Boukhatem et al., 2011).

Afin d’exploiter ces potentialités nationales, beaucoup de chercheurs se sont intéressés
au domaine de la phytochimie. Parmi les PAM algériennes dont elles n’ont pas encore fait 1’objet
de travaux antérieurs, nous avons opté pour deux plantes ; Thymelaea virgata et Nolletia

chrysocomoides.

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des propriétés antioxydantes,

antibactériennes et antifongiques de la partie aérienne de ces deux especes.
Ce manuscrit est divisé en quatre parties :

» La premiére partie présente principalement une étude bibliographique sur les plantes

médicinales, les molécules bioactives des plantes et les activités biologiques.

» La deuxiéme partie est consacré a la présentation du matériel et la description des
protocoles expérimentaux utilisés. Premiérement, nous nous sommes intéressés a
I’extraction et le dosage de composés pouvant présenter des activités et intéréts potentiels

comme les phénols totaux et les tocophérols. Dans un second lieu, nous avons évalué
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Introduction générale

I’activité antioxydante de nos extraits organiques par le test du DPPH. Enfin, nous nous
sommes intéressés a 1’étude du pouvoir antimicrobien de nos extraits vis-a-vis des souches
microbiennes (bactéries et levures) par la méthode de diffusion sur milieu solide. Par la
suite, cette activité a été confirmé par la méthode de micro dilution sur milieu liquide en
estimant les concentrations minimales inhibitrices (CMI). La troisiéme partie est réservée

a la présentation et la discussion des résultats obtenus.

» Nous terminons cette étude par une conclusion générale et des perspectives de recherche.
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Partie | : Etude bibliographique

I.1. Monographie des plantes médicinales
1.1.1. Plantes médicinales

Les plantes médicinales ont été employées pendant des siecles comme remédes pour les
maladies humaines. L’Algérie reconnue par sa diversité variétale en plantes médicinales et
aromatiques, ainsi que leurs diverses utilisations populaires dans 1’ensemble des terroirs du pays
(Blama, 2013). D’aprés la Xéme édition de la Pharmacopée francaise, les plantes médicinales
"sont des drogues vegétales au sens de la Pharmacopée européenne dont au moins une partie

posséde des propriétés médicamenteuses” (Chabrier, 2010).

Plus spécifiqguement, une plante aromatique et médicinale (PAM) est une plante qui
contient suffisamment de molécules aromatiques dans un ou plusieurs de ses organes producteurs
a savoir feuilles, fleur, fruit, graine, écorce etc. De nos jours entre 20000 et 25000 plantes sont

utilisées dans la pharmacopée humaine (Iserin, 2001).

I.1.1.1. Intérét et domaine d’application des plantes médicinales

La plupart des especes végétales qui poussent dans le monde entier possedent des vertus

thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur I’organisme

(Iserin, 2001).

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans

plusieurs domaines :

» En pharmacie : Selon I’OMS 75% des médicaments ont une origine végétale et 25% d’entre eux
contiennent au moins une molécule active d’origine végétale. De nombreuses substances extraites

des plantes sont utilisées pour la synthése ou I’hémisyntheése des médicaments (Chabrier, 2010).

e [’utilisation de la plante comme médicament : c’est ce que 1’on entend aujourd’hui sous
le terme de phytothérapie et dans ce cas il ne peut s’agir que de plants peu ou pas toxique

(Chen, 2004).

e L’extraction des substances actives contenues dans les végétaux pour les préparations

médicamenteuses.

> En alimentation : les épices et les herbes sont trés utilisées dans I’alimentation. La notion de
flaveur des épices et aromates recouvre I’ensemble des perceptions oflactogustatives (Smallfield,
2001).
-5-
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» En agriculture : les huiles de certaines plantes ont des utilisations dans le contrdle de certains

insectes et nématodes (Regnault-Roger et al., 2012).

» En cosmétique : plusieurs plantes médicinales sont a 1’origine des produits de beauté, parfums,

articles de toilettes et produits d’hygiéne (Pichard et al., 2017).
1.1.2. Phytothérapie

Le mot phytothérapie provient de deux mots grecs (phuton : plante, et therapia : soigner)
qui signifient essentiellement soigner avec les plantes. C’est I’art de se soigner avec les produits
issus de notre belle nature. Sur notre planete sont recensees prés de 95000 plantes reconnues pour

leur vertus médicinales (Cavalier et al., 2014).

La Phytothérapie peut donc se définir comme étant une discipline allopathique destinée a
prévenir et a traiter certains troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen de

plantes, de parties de plantes ou de préparations a base de plantes (Chabrier, 2010).

1.2. Les substances bioactives des plantes

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles trés diversifiées (Macheix et al., 2005). Parmi ces substances les métabolites
primaires qui sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes les cellules de 1’organisme
d’une plante pour y assurer sa survie. Ces composés sont classés en trois principaux groupes, les

glucides, les protéines et les lipides.

De plus, les plantes produisent des molécules ayant une répartition limitée dont la
fonction physiologique n’est pas toujours évidente mais elles représentent une source importante
de molécules utilisables par ’homme, ces composés sont appelés métabolites secondaires. Sur la
base de leurs origines biosynthétiques, les métabolites secondaires des plantes peuvent étre divisés
en trois grands groupes : les polyphénols, les terpénoides et les alcaloides. Chacune de ces classes
renferme une trés grande diversité de composés qui possedent une tres large gamme d’activités

biologique (Crozier et al., 2008).
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1.2.1. Composés phénoliques

L’appellation « polyphénols » ou « composés phénoliques » regroupe un vaste ensemble
de plus de 8000 molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes un
point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle benzénique, lui-méme porteur
d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) libre ou engagé dans une fonction (Krief,
2003).
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Figure 1 : Les différentes classes des composés phénoliques.
1.2.2. Les alcaloides

Ce sont des produits d’origine naturelle (le plus souvent végétal), azoté plus ou moins
basique, de distribution restreinte et doué, a faible dose. Les alcaloides ont de plus la propriété de
réagir avec des sels de métaux lourds, ce qui permet leur caractérisation aisée (réactifs de Mayer,
de Dragendorf) (Djermane, 2014).

Les pseudo-alcaloides ne sont pas des dérivés des acides aminés dont I'atome d'azote est inclus

dans un systeme hétérocyclique, on les nomme alors alcaloides terpéniques. Exemple : la coniine.

Les proto-alcaloides sont des amines simples dont l'azote n'est pas inclus dans un systéme

hétérocyclique. Exemple : la colchicine.
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Les alcaloides vrais que I’on classe suivant de leur cycle. L’atome d’azote est inclus dans un
hétérocycle, biosynthétiguement formés a partir d’acides aminés, possédent une activité

pharmacologique marquée. Exemple : la caféine (Merghem, 2009).

Tableau 1: Les principaux classes des alcaloides.

Classe Structure Nom commun
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Pseudo-alcaloide Coniine
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1.2.3. Les terpenoides

Le terme terpéne inventé par Kékulé (Teisserie, 1991), vient de leur origine historique de
I’arbre de térébinthe : « Pistacia Terebinthus » (Koskinen, 1993).

Les terpénes, ou isoprénoides, sont I'une des classes les plus diverses de métabolites
secondaires. Du point de vue structurel leur squelette carboné est constitué d’unités isopréniques
reliées, c’est ce que 1’on appelle la régle de I’isopréne. Ces squelettes peuvent tre arrangés de
facon linéaire ou bien former des cycles. (Brielmann et al., 2006). lls sont des ardbmes et des
parfums, des antibiotiques, des attracteurs d’insectes, des additifs alimentaires (Crozier et al.,
2008).

Figure 2: La structure d’isopréne.

1.3. Activités biologiques

Les plantes médicinales sont des sources inépuisables de substances naturelles douées de
propriétés biologiques diverses et multiples présentant un intérét réel, notamment : anticancéreuse,

anti-inflammatoire, antioxydante, antimicrobienne.

1.3.1. Activité antioxydante

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a 1’oxydation.
Du fait de leur haute réactivité, les espéces oxygénées réactives (EOR) appelé aussi radicaux libres
sont responsables de nombreux dommages vis-a-vis des constituants cellulaires (Obame et
Engonga, 2009), cette production d’espéces déléteres est généralement équilibrée par leur
consommation a vitesse €gale par le systéme antioxydant endogene. La rupture de 1’équilibre entre
espece pro- et antioxydante est désigné par le terme de stress oxydant. Les recherches, ont identifié
le stress oxydant comme cause premiére de plus de 130 maladies chroniques tels que : Le cancer,
diabete, la maladie de Parkinson, I’inflammation et les maladies cardio-vasculaires (Astrid, 2016).

-9-
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Des nombreuses méthodes sont utilisées pour I’évaluation de 1’activité antioxydante des
extraits végétaux. La plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration ou la décoloration d’un
réactif dans le milieu réactionnel. Selon la bibliographie, parmi les méthodes les plus utilisées :
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) et la réduction du 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl
(DPPH?e), par la mesure de la capacité réductrice de ce radical stable en présence d’antioxydants

(Krishnaiah et al., 2010).

1.3.1.1. Les antioxydants

L’organisme produit les radicaux libres, mais il s’en protége avec des molécules appelées
antioxydants. Un antioxydant peut étre défini comme étant une substance capable, a concentration
relativement faible d’entrer en compétition avec d’autre substrats oxydables afin de les inhiber

(Halliwell, 1999).

Pour chaque radical libre produit par 1’organisme il existe un antioxydant capable de

le neutraliser, en offrant un électron (Figure 3) (Causse, 2005).

\\ i e s ¢ _

Un radical libre est un élément dans Les antioxydants ont des électrons en
lequel il manque un électron dans la « surplus » qui peuvent neutraliser
derniére couche d'électron : l'un les radicaux libres.
d'eux est « célibataire ».

Figure 3: Radicaux libres et anti-radicaux libre.

Source : Huiles essentielles antioxydantes — LABORATOIRE DUMANI
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1.3.1.2. Types d’antioxydants

Antioxydants naturels

Les antioxydants sont naturellement présents dans presque toutes les plantes, les
microorganismes, les champignons et méme dans les tissus animaux. Les antioxydants naturels les
plus connus sont : le B-carotene, 1’a-tocophérol (Vitamine E), L’acide ascorbique (Vitamine C) et

les composes phénoliques (Martini, 2011).

Antioxydants synthétiques

Dans lindustrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tel que le
butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluene (BHT), le gallate propylée (PG) et le tétra-
butylhydroquinone (TBHQ) sont largement utilisés parce qu'ils sont efficaces, et moins chers que
les antioxydants naturels. Ces antioxydants sont de nature chimique. lls présentent des effets
négatifs sur I’organisme ; ce qui contribue a I’apparition de certaines maladies (Balasundram et

al., 2006).

1.3.1.3. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est un processus physiopathologique (Léophonte et al., 2006), qui due
a un déséquilibre entre les oxydants (augmentation) et les antioxydants (diminution), responsable
de I’altération de biomolécule (ADN, glucides, protéines, lipides), et de la perte de contrdle des

voies de signalisation intracellulaire redox (Marvin, 2011 ; Benseguini, 2007).

Le stress oxydant se traduit au niveau des mitochondries par une peroxydation
lipidiques, oxydation des protéines et des mutations dans I’ADN qui peuvent étre a ’origine de la

survenue de certains cancers (Marvin, 2011).

1.3.1.4. Les radicaux libres et leurs origines

Un radical libre est défini comme une espéce chimique, molécule, un fragment
moléculaire ou simple atome. Il est produit en permanence par notre organisme en faible quantité
comme des médiateurs tissulaires et des produits de dégradation énergétique. Possédant un
¢lectron ou plusieurs non appari¢ qui se trouve le plus souvent sur 1’orbital externe de la molécule
(Haliwell et Gutterige, 1999). Il est trés instable de durée de vie trés courte environ 4-10s. Ce
radical libre aura toujours tendance a chercher a se stabiliser en s’appariant avec un électron

appartenant a une autre molécule voisine provoguant ainsi sa déstabilisation et entrainant soit une

-11 -
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réaction en chaine, soit un arrét de la propagation des réactions radicalaires (Souchard et al.,
2002).

Cependant, certaines situations (vieillissement, tabagisme, exposition au soleil, pollution
et rayonnement) entrainent un exces de radicaux libres. Les antioxydants ne réussissent pas
toujours a fournir une protection efficace dans ces situations. L’équilibre a été perturbé et une

maladie peut se manifester (Céline causse, 2005).

Les radicaux libres sont également produits par des phénomeénes dits exogenes et

endogenes :

Sources exogénes Sources endogénes

-Irradiation e -Chaine respiratoire mitochondriale

Rayons X, UV, Radioactive 7

-Polluants _ @ oo a '
abac, Toxique - ) :
b o \ : Bucse, "
d

-Médicaments NADPH Oxydase

-Alimentation ml""

HO, H202, NO2°.... <

Figure 4: Les origines des espéces réactives (Poisson, 2013).
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1.3.1.5. Les cibles des radicaux libres

Les radicaux libres attaquent différents endroits du corps, mais ils ont trois grandes cibles

privilégiées :

Espéces réactives de [’oxygéne

s o
‘ Protéines

! >

W W

Oxydation des groupements
soufres (sulfoxyls  sulthydryls)

Production d'aldéhydes
(malonadialdshyde, hyvdroxynonena

Oxydation des acides ‘ Peroxvydation lipidique

nucléiques

W

Perturbation de 1'int éerité membranaire Alteration des protéines
systémes enzyvmatiques
Actives / inactives

Altération des génes
Altération fonctionnelle des récepteurs

‘l‘_.l'

Dommages cellulaires

Figure 5: Les différentes cibles des Espéces Réactive de I’Oxygéne (Poisson, 2013).
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1.3.2. Activité antimicrobienne

Les micro-organismes ou microbes font partie d'un grand groupe d'organismes
extrémement divers. Ces organismes sont regroupés en fonction d'une seule propriéte : ils sont si
petits qu'ils ne peuvent étre observes sans l'aide d'un microscope. Le développement de la chimie
a permis I'émergence de nouvelles substances antimicrobiennes. Ceux-ci sont définis comme des
substances utilisées pour détruire les micro-organismes ou arréter leur croissance et comprennent
les antibiotiques et autres agents antibactériens et antifongiques. Ces substances synthétiques ont

été largement utilisees (Belkheir, 2009).

1.3.2.1. Agents antimicrobiens

On désigne par agent antimicrobien tout agent chimique, physique ou biologique inhibant
la croissance et/ou la survie des micro-organismes. Ces substances ayant une affinité pour les
cellules des parasites et le pouvoir de les tuer plus forts que les dommages qu'elles causent a
I'organisme, rendant la destruction des parasites réalisable sans causer de graves altérations dans
le corps (Perry et al., 2002).

1.3.2.2. Mode d'action des agents antimicrobiens

Les mécanismes d’action des produits antimicrobiens autres que les antibiotiques restent
encore généralement peu et mal connus. Les agents antimicrobiens agissent par divers mécanismes
et peuvent étre utilisés de diverses maniéres en fonction des objectifs recherchés et leur mode

d’action, qui peut étre germicide ou germistatique.

Action germicide

Cette action est létale, c'est-a-dire qu’il entraine la mort de I’individu. On le nomme par
le suffixe CIDE. Les agents antimicrobiens ont des effets bactéricides (agent antibactérien),
algicide (agent anti-algues), fongicide (agent anti-champignons), virucide (agent anti-virus), ou
antiparasitaire (agent anti-protozoaires) selon le type de micro-organisme cibleés (Bousseboua,
2006).

Action germistatique (bactériostatique et fongistatique)

L’action germistatique correspond & une inhibition de croissance du microorganisme sans
le tuer en présence du produit actif. On le nomme avec le suffixe STATIQUE (bactériostatique et
fongistatique). Les microorganismes recommenceront a se développer des que la concentration de

la substance aura diminué ou des que I'application du procédé physique sera interrompue donc les
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substances bactériostatiques inhibent temporairement le développement microbien (Bousseboua,
2006).

1.3.2.3. Activité antibactérienne

Les infections bactériennes sont causées par une variété de microorganisme et sont a

I’origine d’un grand nombre des maladies et épidémies les plus meurtrieres au monde.

De nombreux antibiotiques sont développeés pour les traiter, mais leur utilisation abusive
est a I’origine de 1’apparition de la multirésistance bacterienne. Cependant, ont des effets néfastes
des molécules synthétiques utilisées pour lutter contre les infections bactériennes. En conséquence,
il apparait que trouver une alternative a I’utilisation des antibiotiques traditionnels est critique. De
ce fait, le développement de nouvelles molécules bioactives a effet secondaires limités voire
inexistants issus de sources naturelles, et leur adoption comme une alternative thérapeutique aux
molécules synthétiques sont devenues des objectifs prioritaires pour les recherches scientifiques

et les industries alimentaires et pharmaceutiques (Ben abdallah et al., 2019).

1.3.2.4. Activité antifongique

Pendant longtemps, ’homme a été relativement peu armé face aux maladies causées par
les champignons. Au cours des 20 dernieres années, il y a eu une augmentation significative de la
prévalence de ces maladies, qui affectent un large éventail d’hotes. Elles causent des dommages
importants aux humains ainsi qu’aux espéces végétales. Les produits chimiques sont les plus

couramment utilisés pour résoudre ces problemes.

Cependant, ce traitement atteint rapidement ses limites en raison de nombreux

inconvénients, notamment le risque de sélection de souches résistantes aux fongicides.

Dans la recherche de molécules bioactives, I'exploration des ressources naturelles,
notamment des plantes médicinales, apparait comme une voie prometteuse, puisque leur
biodiversité constitue une importante réserve de substances actives. lls peuvent étre utilisés pour

formuler de nouveaux agents antifongiques (Haji, 2016).
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1.3.2.5. Description des microorganismes étudiés
+ Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, également connu sous le nom de staphylocoque doré en raison de

la couleur des colonies qu’il forme, a été décrit pour la premiére fois en 1880 par Louis Pasteur.

Les espéces Staphylococcus aureus sont des Cocci a Gram positif, de forme sphérique,
avec un diameétre de 0.8 a 1 um. Elles sont regroupées en diplocoques ou en petits amas (grappe

de raisin).

Ce type de bactéries sont immobiles, asporulés, habituellement sans capsule. Sir
Alexander Ogston cultive in vitro cette bactérie et 1’appelle Staphylocoque (du grec staphulé
« grain de raisin » et kokkos « graine »), identifiant un rle de ce germe dans I’inflammation et la

suppuration (Morikawa et al., 2012).

+ Escherichia coli

Escherichia coli est un bacille a gram négatif, de forme non sporulée, de type anaérobie
facultative, généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur varie de 2 a 6 um, alors que sa
largeur est de 1,1 a 1,5 um. Les bactéries appartenant a 1’espéce E. coli constituent la majeure

partie de la flore microbienne aérobie du tube digestif de I’homme et de nombreux animaux
(Steven et al., 2004).

+ Pseudomonas aeruginosa

C'est une bactérie a Gram négatif trouvee principalement dans I'eau, le sol humide et en
milieu hospitalier. 1l est caractérisé comme I'un des principaux agents pathogenes opportunistes

chez I'homme.

Ces bactéries fines sont de 1.5 a 3 um de long et 0.5 a 0.8 um de large. Elles sont mobiles
grace a un flagelle polaire composé d'une structure protéique complexe. Sa morphologie est
hétérogéne, ses colonies sont généralement grandes, aplaties, lisses ou a bords en forme de scie, et

peuvent présenter un éclat métallique (Ossa et al., 2014).
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+ Yersinia enterocolitica

Est une bactérie de type coccobacilles, Gram négatif, fermentative. Sa taille varie de 1 a

3 um de longueur et de 0,5 a 0,8 um de diametre.

C'est un organisme anaérobie facultatif unicellulaire avec de multiples flagelles
périphériques, en raison de cette disposition des flagelles, la bactérie se déplace de maniére rotative
(Blaylock et al., 2006).

+ Klebsiella pneumoniae

C'est une bactérie anaérobie facultative a Gram négatif qui ne produit pas de spores et qui

se présente sous la forme d'un bacille.

Il a la forme d'une canne. Il est court, mesurant entre 1 - 2 par 0,5 - 0,8 micrometres. Les
cellules peuvent étre trouveées individuellement, par paires, en chaines et parfois en groupes. Il ne
présente pas de flagelle (il n'est donc pas mobile) et possede une capsule proéminente (Candan et
Aksbz, 2015).

4— Candida albicans

Cette espece de champignon se trouve fréquemment dans la cavité buccale, dans l'intestin,
sur la peau et, lorsqu'elle se trouve dans le systéeme reproducteur féminin, elle est généralement la

cause de fortes infections.

Les candidats sont des levures unicellulaires peuvent étre vues sous différentes formes et

beaucoup sont endogénes au corps humain. lls ont un diametre compris entre 2 et 8 pum.

Ces champignons se reproduisent exclusivement par reproduction asexuée (par

bourgeonnement ou "germination™) (Van der Graaf et al., 2005).

-17 -






Matériel et Méthodes

Partie 11 : Matériel et Méthodes

Notre étude expérimentale a été réalisée au sein du laboratoire des sciences fondamentales
et le laboratoire pédagogique du département de biologie de I’Université Amar Telidji de

Laghouat.

L’objectif de notre recherche est d’évaluer certaines propriétés biochimiques (activité
antioxydante) et biologiques (activité antimicrobienne), de quelques extraits de la partie aérienne

des deux plantes Nolletia chrysocomoides (Desf.) et Thymelaea virgata (Desf.).
Le travail pratique est subdivisé en plusieurs parties :
e Préparation de la matiere végétale ;
e Extraction par sonication ;
e Dosage des polyphénols ;
e Dosage des tocophérols dans les extraits lipidiques ;
e [L’étude de I’activité antioxydante des différents extraits ;

e L’étude de I’activité antibactérienne des différents extraits.

11.1. Matériel biologique
11.1.1. Matériel végétal

Les plantes médicinales sont largement employées dans divers problémes de santé, ainsi
les remedes utilisant les plantes sont moins chers, et ont moins d’effets indésirables (Hallimi,
2004).

Dans le cadre de cette étude, nous sommes intéressées a 1’étude de la partie aérienne des
deux espéces (Tableau 2) : Nolletia chrysocomoides (Desf.) appartenant a la famille des
Asteraceae, et Thymelaea virgata (Desf.) appartenant a la famille des Thymelaeaceae. Ces deux

especes endémiques avec des propriétés médicinales, sont trés connues dans la flore algérienne.
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Tableau 2 : Les espéces vegétales employées.

e . o L’année de

Nom scientifique Synonyme Famille Région récolte

Thymelaea virgata Passerina virgata
Thymelaeaceae
(Desf.) (Desf.) 4
i _ Aflou 2021

Nolletia chrysocomoides Conyza
(Desf.) chrysocomoides Asteraceae

11.1.1.1. Description botanique des plantes étudiées

A. Les Thymelacées
e Géneéralité sur la famille des Thymelaeaceae

Les Thymelaeaceae sont une petite famille de dicotylédones composée de quelque 1200

especes réparties en 67 genres. Elle constitue 'une des principales familles parmi les neufs formant

I’ordre des Malvales (Judd et al., 2002).

Les membres de cette famille sont répandus dans les zones tropicales et tempérées de la
planete, particulierement en Afrique, mais sont absents dans les régions froides (Vernon et al.,
2007).

e L’espéce Thymelaea virgata (Figure 6)

C’est une plante vivace pubescente-cendrée ; avec les caractéristiques botaniques suivantes
(Quézel et Santa, 1963 ; Ozenda, 2004). :

v’ Tiges gréles, dressées ou diffuses, entierement feuillées.

v' Feuilles petites et linéaires.

v’ Capitules hémisphériques, hétérogames, multiflores, discoides, de 1 cm de diametre
environ, peu nombreux sur chaque tige.

v" Fleurs jaunatres, les marginales femelles et filiformes, les autres hermaphrodites et fertiles.

v’ Bractées de l'involucre velues lancéolées-linéaires, les intérieures aussi longues que les

fleurs.
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Figure 6: Photographie illustrant I’espéce Thymelaea virgata (Desf.)

Source: Thymelaea virgata subsp. broussonetii - Plant Biodiversity of South-Western Morocco (teline.fr)

B. Les Astéracées

e Généralité sur la famille des Asteraceaes
La famille des Astéracées est la plus large famille de Spermatophytes, mais également I’une des
plus évoluées. Elle contient 1530 genres et plus de 23 000 espéces. Elle se compose principalement
de plantes herbacées mais également d’espéeces ligneuses telles que des arbustes et plus rarement

des arbres.

Les plantes de la famille des Asteraceaes se rencontrent sur toute la surface de la terre, c’est une
famille cosmopolite avec une diversification plus importante au niveau des régions seches (Filleul,
2018).
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e L’espéce Nolletia chrysochomoides (Figure 7)

Plante vivace pubescente-cendrée avec les caractéristiques botaniques suivantes (Quézel
et Santa, 1963 ; Ozenda, 2004) :

v" Tiges gréles, dressées ou diffuses, entierement feuillées ;
v Feuilles petites et linéaires ;
v Fleurs jaunatres, les marginales femelles et filiformes, les autres hermaphrodites et fertiles

v' Bractées de l'involucre velues lancéolées-linéaires, les intérieures aussi longues que les fleurs.

Figure 7: Photographie illustrant I’espéce Nolletia chrysocomoides A : Fleurs jaunatre, B : Capitule, fleurs

périphériques, centrales et akénes.

Source : Nolletia chrysocomoides, Flore du Maroc, famille des Asteraceae (floramaroccana.fr)

C. Répartition géographique

v’ Le genre Thymelaea comporte d’environ 30 Espéces, ce genre est représenté par 8 espéces
répondus principalement en Algérie (Kerbab, 2017).

v Le genre Nolletia Cass est peu représentée dans les collections et publications, son aire de
répartition naturelle est : I’Espagne, I’ Afrique du nord, signalée de peu de station du Sahara

occidental en mauritanien. Probablement dans le Maroc saharien (Quézel et Santa, 1963).
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Tableau 3: Distribution des plantes étudiées en Algérie.

Espéces Distribution

Nolletia chrysocomoides (Desf.) Commun dans le Sahara septentrional

algérien ; Laghouat, Djelfa, Biskra, Hoggar...

Thymelaea virgata (Desf.) Hauts-Plateaux  oranais,  algérois et
constantinois, I'Atlas Tellien, I'Atlas Saharien

oranais, algérois et constantinois.

Source : Thymelaea virgata subsp. broussonetii - Plant Biodiversity of South-Western Morocco (teline.fr)

: Nolletia chrysocomoides, Flore du Maroc, famille des Asteraceae (floramaroccana.fr)

11.1.1.2. Systematiques des plantes étudiées

Tableau 4: Classification systématique des plantes étudiées.

Régne Plantae
Embranchement Tracheophyta
Sou -embranchement Angiospermes
Classe Magnoliopsida (Dicotylédones)
Ordre Malvales Asterales
Famille Thymelaeaceae Asteraceae
Genre Thymelaea Mill. Nolletia Cass.
Espéces Thymelaea virgata (Desf.) Nolletia chrysocomoides (Desf.)

Source : https://www.gbif.org/api/widgets/literature/button?YOUR FILTER

11.1.2. Les souches microbiennes utilisées

Les souches microbiennes utilisées étaient des souches de référence obtenues aupres de
I'’American Type Culture Collection (ATCC), appartenant a des familles différentes et a des
catégories différentes comme il est mentionné dans le tableau ci-dessous. Ils ont été recueillis du

laboratoire vétérinaire de Laghouat et du labo microbiologique de I’université de Tlemcen.
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Tableau 5 : Références des microorganismes testés dans notre étude.

Souches bactériennes Référence Observation macroscopique
Escherichia coli ATCC 25922
Tg Pseudomonas aeruginosa | 1 ¢ 27853
©
S
O | Yersinia enterocolitica | “TCC 9610
Klebsiella pneumoniae ATCC 70603
x
£ |Staphylococcus aureus | ATCC 25923
5
Levure
Candida albicans ATCC 10231
Candida albicans ATCC 26790
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11.2. Méthode expérimentale

L’ensemble du travail mené dans cette étude est illustré dans 1’organigramme ci-apres.

~
Matériel végétal
(Partie aérienne) :> Extraction par sonication
J
Extrait Extrait d’acétate : ;
. . -—
méthanolique d’éthyle Extrait hexanique
= N i y

'\ I’activité

. antimicrobienne
\

Etude de
I’activité
antioxydante

Dosage des
tocophérols

Dosage des
polyphénols

-
el =

Figure 8: Organigramme de notre travail.

I1.2.1. L’extraction

Les techniques d’extraction traditionnelles demande beaucoup de temps et des

consommateurs, pour cette raison, plusieurs techniques ont été mises au point pour extraire les

composés actifs des plantes.

Dans cette étude, nous avons utilisé la technique d’extraction par sonication, qui est une

méthode simple, efficace et peu codteuse, elle permet :

e De travailler a des températures relativement basses et d’éviter la thermodestruction des

COMpOSES.

e D’utiliser une large gamme de solvant afin d’obtenir différents composés naturels.
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+ Principe :

L’utilisation de transducteurs, qui sont les principaux composants des équipements a
ultrasons puisqu’ils sont responsables de la transformation de 1’énergie mécanique ou électrique
en formes d’ondes acoustiques, a été utilisée aux extractions assistées par ultrasons. L’onde sonore
se déplace a travers le récipient rempli de milieu jusqu’a ce que la résonance acoustique soit
produite par les transducteurs, et que la compression et la raréfaction (régions de haute et basse

pression) se forment (Ranjha et al., 2021).

La cavitation et I’implosion déclenchées par la sonication entrainent une rupture de la
paroi cellulaire et augmentent le nombre de cellules perturbées. Lorsque la cellule est perturbeée,
le solvant pénetre dans la cellule et le matériel végétal intracellulaire est incorporé dans le solvant
(Ranjhaet al., 2021).

+ Procédure :

Des extractions successives avec des solvants organiques de polarités croissantes
(hexane, acétate d’éthyle, méthanol) sont réalisées sur les poudres de la partie aérienne des deux

especes étudiées (Figure 9).
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150 ml Marc + 150ml Marc + 150ml
H ALEELE Méthanol
exane déthyl
Sonication Sonication Sonication
Filtration Filtration Filtration
Filtrat Filtrat Filtrat
Evaporation Evaporation Evaporation
Extrait Extrait Extrait
hexanique d’Acétate d’éthyl méthanolique
(apolaire) (moyennement (polaire)
polaire )

Figure 9: Protocol d’extraction.

Extraction par I’hexane : 30 g de poudre végétale est introduite dans des flacons, et 150 ml
d’hexane est ajoutée. Apres 20min d’extraction par ultrason a température de 30°C, le mélange est
filtré dans un ballon, et le filtrat est concentré sous pression réduite au rotavapor. L’extrait

hexanique obtenu est pesé apres séchage.

Extraction par P’acétate d’éthyle : Avec la méme procédure, une extraction par 1’acétate
d’éthyle, est réalisée sur le résidu végétal issu de la premiére extraction pour extraire les composés

moyennement polaires et, 1’extrait obtenu est pesé apres séchage.

Extraction par le méthanol : Avec la méme procédure, une extraction par le méthanol, est

réalisée sur le résidu végétal issu de la deuxieme extraction, pour extraire les composés polaires.
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11.2.2. Analyses quantitatives des extraits

11 .2.2.1. Rendement des extraits

Les rendements d’extractions sont calculés selon la formule suivante :

Rendement (%) : (Poids de I’extrait brut obtenu / Poids de la poudre végétale) x 100

11.2.2.2. Dosage des composés phénoliques totaux
+ Principe :

Le dosage des composés phénoliques totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique
de Folin-Ciocalteu. Ce réactif de couleur jaune est composé par un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Lors de
I’oxydation des phénols, il est réduit en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe (WgO23) et de
molybdene (Mo0gO23). La coloration produite, dont 1’absorption maximal est 760 nm est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Zbadi et al.,
2018).

+ Procédure :

Pour établir la courbe d’étalonnage de I’acide gallique, une gamme des solutions diluees
d’acide gallique a été préparée a partir d’une solution étalon. 250 pl de réactif de Folin-Ciocalteu
10% (dilué 10 fois) ont été ajoutés a 50 ul de chaque solution diluée de I’acide gallique (entre
0,025 et 0,25 g/l) ou de I’extrait végétal dilué, aprés 2 minutes, 1 ml de carbonate de sodium
Na.COs a 4% (m/v) ont été ajoutés, ces solutions ont ét¢ maintenues a I’obscurité pendant 30
minutes a température ambiante. La lecture de I'absorbance de chaque solution est effectuée a
I'aide d'un spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 760 nm contre un blanc (ce qui nous a
permet de tracer la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique et de doser les phénols totaux dans les

extraits végétaux).

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalents acide gallique par gramme

d’extrait sec.
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11.2.2.3. Dosage d’a-tocophérol
+ Principe :

Cette méthode colorimétrique est basée sur la réaction d’oxydoréduction entre les
tocophérols et le fer ferrique (Fe3*) qui est réduit en fer ferreux (Fe?*). Ce dernier, en présence de
phénantroline forme un complexe rouge-orangé stable dont le coefficient d’extinction molaire a

510 nm est tres élevé.

ﬁ— Procédure :

Une courbe d’étalonnage est tracée a partir du tocophérol commercial, permet de relier
I’absorbance et la concentration de tocophérol exprimée en g/l. A partir d'une solution
commerciale de la vitamine E on a préparé une solution de concentration 0,1175g/I, ensuit nous
avons préparé dans 1’éthanol différentes dilutions (de 0,01175 a 0,05875 g/1). Par la suite, 1ml de
réactif phénantroline et 0.5ml FeCls (solutions éthanoliques) sont ajoutés a 1 ml de chaque solution

fille ou de I’extrait végétal dilu¢. Apreés Smin on mesure I’absorbance a 510 nm.
11.2.3. Etude des activités biologiques

I1.2.3.1. Test de I’activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer in vitro, I’activité antioxydante par

piégeage de radicaux libres. Dans notre travail, nous avons utilisé la méthode de DPPH.
+ Principe :

Le 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) qui est un radical libre stable, en acceptant un
électron ou un radical hydrogéne, devient une molécule stable (Figure 10). L’effet des

antioxydants sur ce radical se traduit par leur capacité a lui donner un radical hydrogéne.

La réduction du radical libre DPPH- par un antioxydant peut étre suivie par
spectrophotométrie UV-visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517 nm provoquée

par la présence des antioxydants.

Ce test permet alors d’obtenir des informations sur le pouvoir antiradicalaire direct des

différentes substances actives dans nos extraits.
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NO, Q Antioxydant NO, Q
EOZNN T e 02NN

Diphenylpicrylhydrazy! Diphenylpicrylhydrazyl

(Radical libre)
(Violet)

Figure 10: Réaction de radical DPPH.

+ Procédure

Un volume de 500 pl de solution méthanolique/éthanolique de DPPH- (250uM) a été
mélangé a 500 pl d’extrait et agité a ’aide d’un vortex. Le mélange a été incubé pendant 30 min
a I’obscurité et a température ambiante. La capacité antioxydante (CA) des composés phénoliques
de D’extrait a été exprimé en milligrammes équivalents en acide ascorbique (vitamine
C/Méthanolique) par gramme d’extrait sec (mg AA/g ES) et celle des extraits lipidiques a été
exprimé en milligrammes équivalents en tocophérol (vitamine E/Ethanolique) par gramme

d’extrait sec (mg VE/g ES).

Le pourcentage d’inhibition du DPPH (P1%) est calculé selon la formule suivante :

P1% = [1-(A/Ad)] X 100

Ao : Valeur d’absorbance du blanc (DPPH dans le solvant).

A : Valeur d’absorbance de 1’extrait.
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11.2.3.2. Activité antimicrobienne

L’évaluation in vitro de I’activité antibactérienne et antifongique des extraits organiques

a eteé realisee par deux méthodes :
» La méthode de diffusion sur gélose

» La méthode de micro dilution en milieu liquide pour déterminer les concentrations
minimales inhibitrices (CMI) et les concentrations minimales bactéricides (CMB) et
fongicide (CMF).

- Milieu de culture :
Les milieux de culture utilisé¢ pour réaliser I’activité antimicrobienne sont : Mueller
Hinton (MH) et Sabouraud (Annex I11).
- Préparation des disques :
Le papier Wattman N°3 a servi pour la préparation des disques de 5 mm de diameétres a
I’aide de I’emporte-piéce en se référant aux diamétres des disques d’antibiotiques commercialisés.
- Activation des souches stockes :

Les souches microbiennes sont repiquées sur des boites de Pétri contenant de la gélose
nutritive & partir d’un milieu de conservation, puis incubées pendant 18h a 37 °C afin de les
activées et obtenir des cultures jeunes. A partir de ces cultures jeunes, quelques colonies de la
culture ont été diluées dans de 1’eau physiologique stérile pour atteindre une densité optique

de 0,08 20,1, 3625 nm ; ce qui correspond & une concentration de 108 cellules/ml.
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- Préparation des dilutions :

On Pese 0,05g de chaque extrait des deux plantes par une balance analytique et on
I’introduit dans un tube a essai contenant 4ml de DMSO, on obtient alors une solution mere
(0,0125g/ml), ensuite, on Introduit 500 pl de la solution mere dans des tubes contenants 500 pL

2000 pl de DMSO pour obtenir les dilutions (0,00625g/ml), (0,0025 g /ml) respectivement (Figure
11).

C=10,0125 g/ml

7\

5001 DMSO’"""’

+ \
500ul Extrait“

g= 2ml DMSO
+

500ul Extrait

C=0,0002 g/m C=0,0025 g/ml

Figure 11: Préparation des dilutions des extraits des plantes.

- Disques d’antibiotiques et d’antifongiques

Le choix des disques a été choisi en fonction des souches sélectionnées et la disponibilité,
nous avons utilisé les ATB et les ATF représentés dans le tableau 6.
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Tableau 6: Les antibiotiques et I'antifongique utilisés.

Antibiotique Le code La dose
Amikacine AK100 10mg/ml
Doxycycline DXT30 30mg/mi
Gentamycine GEN10 10mg/ml
Spiramycine SP10 10mg/ml
Céphalosporine 19
Antifongique
Amphotéricine b Fungizone 40ml 10%

Nous avons réalisé le test d’antibiogramme afin de valider nos souches microbiennes et
de comparer la sensibilité de ces derniers vis-a-vis les ATB ou les ATF a leur sensibilité vis-a-vis

nos extraits.

A. La méthode de diffusion sur gélose
La méthode de diffusion du disque est utilisée pour évaluer ’activité antimicrobienne
des extraits bruts des deux plantes, en raison de sa simplicité et de son efficacité dans le test de la

sensibilité microbienne.

Disque impregne par lextrait Croissance nucroboenne

- & —
'

Zone d'inhibition

Figure 12: Schéma simplifié du principe de la méthode de diffusion sur milieu solide.
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L activité antimicrobienne des différents extraits des deux plantes a été réalisée contre

une seule souche fongique (la levure Candida albicans) et cing souches bactériennes (Escherichia

coli, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia enterocolitica, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus

aureus.) en utilisant la méthode de diffusion sur gélose

Apreés réactivation des souches, un inoculum est prélevé dans 1’eau physiologique a
partir de cultures jeunes incubées de 18 h a 24 heures a 37°C afin de préparer une

suspension ajustée a une concentration de 108 cellules/ml.

Des écouvillons stériles ont été utilisés pour I’ensemencement en surface du milieu

gélosé MH, pour les bactéries, et le milieu Sabouraud, pour la levure.

Les disques du papier Wattman N° 3 (5 mm de diamétre) sont déposés aseptiqguement a
I’aide d’une pince stérile sur la gélose inoculée, puis imprégnés a I’aide d’une
micropipette par 10 pl de chaque concentration (0,0125 g/ml, 0,00625 g/ml, 0,0025 g/ml)

de chaque extrait.

Les boites de pétri sont ensuite fermées et laissées diffuser a température ambiante, puis

incubées a I’étuve a une température de 37°C pendant 24h.

Dans les boites de contréle, des disques trempés de DMSO sont utilisés comme contrdle

négatif et des disques standards d’antibiotiques sont utilisés comme contréle positif

La lecture des résultats se fait apres incubation, par la mesure des diametres des zones
d’inhibition, pour les différentes concentrations des différents extraits a I’aide d’un pied a

coulisse.

L’opération a été répétée 3 fois pour chaque dilution (3 disques de la méme dilution par
boite).
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Coulage des boites de Petrie I

Refr0|d|ssement et
gélification des milieux

\

puis ensemencement en
surface

.
)\'\
Dép6t des disques imprégnés 7
des extraits végétaux de /"
I 4
Dépét des disques différentes concentration /Y

imprégnés de DMSO - A &S

‘/\

Control (-)

Boite de Pétrie couler L4

Dépot des disques
d’ATB ou d’ATF @

Control (+)

Apparition d’une zone
circulaire transparente

(Zone d’inhibition)

Figure 13: Schéma de la méthode de diffusion sur milieu gélosé en utilisant des disques.
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B. La méthode de micro dilution sur milieux liquide (Détermination des CMI, CMB et
CMF)

Les CMI, CMB et les CMF de différents extraits ont éteé déterminés en milieu liquide
dans des microplaques en plastique, stérile a 96 puits a fond rond. Les puits sont alignés en 8
lignes (A a H) et 12 colonnes (1 a 12). 100ul de milieu de culture liquide (BN) sont disposés
dans les puits. Ensuit, 100ul des solutions d’extraits (Co = 0,0125 g/ml) ont été ajoutés dans la
colonne 1 puis dilués en série de la colonne 1 & 6 (dilution en cascade de telle sorte que tous
les puits contiennent 100ul de I’extrait dilué avec le BN). L’inoculum a été réalisé par dépot
de 100ul de la suspension microbienne avec une charge de 108 cellule /ml, chaque ligne
contenait la différente dilution d’un extrait organique et une seule souche microbienne

(Figurel4).

Les puits de la colonne 7 sont conservés pour le control négatif (100ul milieu + 100ul
suspension microbienne). En revanche les puits de A8 a E8 sont conserves pour le control
positif des souches bactérienne (100pl milieu MH + 100 ul ATB Céphalosporine), alors que
les puits G8 et H8 pour le control positif des souche fongiques (100ul milieu Sabouraud + 100
pul ATF Amphotéricine B).

Les microplaques sont incubées dans 1’étuve pendant 24h a 37°C. Aprés 24h
d’incubation, 40l du révélateur de la croissance microbienne (INT) (0,2 mg/ml) a été ajouté
dans chaque puit. Aprés 15 min un changement de couleur est observé dans les puits.

L’apparition d’une coloration violette montre une croissance microbienne (Eloff, 1998).

Généralement, La CMI correspond a la concentration de puit sans couleur (limpide)

qui existe juste avant le premier puit coloré.

Apres avoir révélé la CMI, nous avons procédeé a la détermination de la CMB. Cette
derniere a été déterminée en repiquant les puits sans croissance visible a 1’eeil nu par
ensemencement a I’aide d’une micropipette sur une boite de Pétrie gélosée. Apres incubation
pendant 24 heures & 37°C., les boites ou il n’avait pas une croissance microbienne corresponds

aux concentrations des extraits qui représentent les CMB.
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Résultats et discussion

Partie 111 ; Résultats et discussion

I11.1. Rendement des extractions

Les rendements (%0) et les propriétés (1’aspect et la couleur) des extraits étudiés, selon le

solvant utilisé, sont présentés dans le tableau 07.

Tableau 7: Le Rendement (%), Aspect, et Couleur des différents extraits étudiés.

Plantes étudiées Solvant Aspect Couleur Rendement
(%)
Pate collante Vert foncé
Thymelaea Hexane 0,69
virgata (Desf.) Acétate d’éthyle Pateux Vert bouteille 3,72
Méthanol Pateux Vert militaire 1,48
\olletia Hexane Pateux Vert olive 1.39
chrysocomoides | Acétate d’éthyle PRI Vert bouteille 134
cass A e
Méthanol Péateux Vert militaire 1,01
1,39
1,91 o
Extrait acétate @ Extrait acétate
d'éthyl d'éthyl
1,34 Extrait 3,72 @ Extrait
méthanolique méthanolique
Nolletia chrysocomoides (Desf.) Thymelaea virgata (Desf.)

Figure 15: Comparaison entre les rendements en % des différents extraits.
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Selon les résultats présentés dans le tableau 7, on remarque que la plupart de nos extraits

ont un aspect pateux avec une coloration verte (de claire au fonce).

Les résultats indiquent que les solvants utilisés ont donné des rendements variables entre
0,69% et 3,72, ainsi le rendement le plus ¢€levé est celui de 1’extrait d’acétate d’éthyle de
Thymelaea virgata (Desf.) (3,72%), suivi de I’extrait méthanolique de Nolletia chrysocomoides
(Desf.) (1,91%). De plus, les deux extraits hexaniques et d’acétate d’¢thyle de Nolletia
chrysocomoides (Desf.) ont presque le méme rendement. Tandis que 1’extrait hexanique de

Thymelaea virgata (Desf.) présente le rendement le plus faible (0,69%).

Le méthanol est un solvant alcoolique capable d’augmenter la perméabilité des parois
cellulaires en facilitant I’extraction. Dans ce travail, le méthanol a donné le rendement le plus élevé
chez I’espéce N. chrysocomoides, alors que chez T. virgata, le rendement le plus important est
celui de I’extrait d’acétate d’éthyle. Ce qui confirme que plus de I’effet de la polarité de solvant,
plusieurs facteurs peuvent influencer le rendement d’extraction, tels que l’espéce végétale,
I’organe utilisé dans 1’extraction, les conditions de séchage, le contenu de chaque espece en

métabolites.

Nous avons constaté une différence de rendement entre 1’extrait méthanolique de
Thymelaea virgata obtenu dans ce travail (1.48%), avec celui obtenu par Zeghmar et Ghoul 2019
sur espéce Thymelaea hirsuta Endel avec un rendement de 1,28% en utilisant 1’extraction par

macération.

111.2. Dosage des polyphénols

La teneur en polyphénol totaux des différents extraits est calculée a partir de I’équation
de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique (Figure 16), et les quantités des polyphénols ont été
rapportées en mg équivalent d’acide gallique (EAG)/gramme d’extrait sec. Tous les essais ont été

reproduits au moins trois fois.
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Figure 16: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Tableau 8: Teneurs en polyphénols totaux dans les différents extraits de Thymelaea virgata et Nolletia
chrysocomoides.

Plantes étudiées Fraction Polyphénols totaux
(mg EAG/g ES)
Acétate d’éthyle 12,632+ 1.804
Thymelaea virgata

(Desf.) ;
Methanol 110,215+2,688
Nolletia Acétate d’éthyle 20,413+ 0,654
chrysocomoides (Desf.)
Méthanol 63,645+ 5,108

Pour les deux espéces, les extraits méthanolique présente une teneur élevée en composés
phénoliques. Ceci, pourrait étre di a la nature et la polarité des composés phénoliques présents

dans la partie aérienne des deux plantes.

Selon les valeurs mentionnées dans le (Tableau 8), les teneurs en polyphénols totaux
varient de 12,632 a 110,215 mg EAG/g ES suivant la polarité des solvants. Nous avons noté que
I’extrait méthanolique de Thymelaea virgata (Desf.) été le plus riche avec un taux de 110,215 mg
EAG/g ES, alors que I’extrait d’acétate d’éthyle de Thymelaea virgata (Desf.) avait la teneur la
plus faible (12,632 mg EAG/g ES).
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Figure 17 : Teneur en polyphénols totaux des échantillons.

De nombreuses études ont montré et justifié I’importance des solvants dans 1’extraction
des composés phénoliques. La récupération des polyphénols et d’autres composés antioxydants de
la matiére végétale dépend, considérablement, de la solubilité de ces composés dans un solvant
donné, de la polarité des solvants et de la viscosité. Ainsi, les solvants tels que le méthanol et
I’acétate d’éthyle sont connus par leur pouvoir extracteur des polyphénols. (Naczk et Shahidi,
2006).

Peu de données bibliographiques concernant la teneur en composés phénoliques des
plantes choisies sont disponibles. Dans des travaux précédents, Zeghmar et Ghoul 2019, ont
trouvé une teneur élevée en composé phénolique (132.92 EAG mg/g ES) dans la fraction d’acétate
d’éthyle de Thymelea hirsuta Endel., obtenue par maceration. Alors que, Kerboub, 2019 a trouvé

une teneur de 43,05+2,11 mg EAG/g ES dans I’extraits méthanolique de Thymelaea hirsuta

Endel, et qui est une valeur trés faible par rapport a nos extraits méthanoliques.

111.3. Dosage des tocophérols

Les teneurs en tocophérols des extraits hexaniques sont déterminées a partir de la courbe
d’étalonnage de la vitamine E (Figure 18). Les valeurs sont exprimées en milligramme équivalent

en a-tocophérol par gramme en extrait sec.
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Figure 18: Courbe d'étalonnage de la vitamine E.

Tableau 9: Quantité des tocophérols dans les extraits hexaniques de Thymelaea virgata et Nolletia
chrysocomoides.

Tocophérols totaux

Plantes étudiées Extraits (mg EVE/g ES)
Thymelaea virgata (Desf.) Hexanique 15,829 40,0008
Nolletia chrysocomoides (Desf.) Hexanique 5,3987 40,0002

D’aprés les résultats du tableau 9, on déduit que la grande teneur est enregistrée pour
Thymelaea virgata (Desf.) avec 15,829 mg EVE/g ES et la petite teneur pour Nolletia
chrysocomoides (Desf.) avec 5,3987 mg EVE/g ES.

Mechraoui et Gellouza, 2020 ont trouvés des valeurs de quantité des tocophérols dans
I’huile d’olive s’échelonnent entre 0,121 & 3,819 mg /g d’huile. Selon le mois de récolte, la teneur

en tocophérols diminue tout le long de la maturation jusqu’a la derniére date d'échantillonnage

Les quantités en tocophérols sont sir estimées car la méthode colorimétrique utilisée pour
le dosage est en corrélation avec d’autres composés qui réagirent avec le phénantroline, pour ce,
une chromatographie en phase liquide a haute performance est nécessaire, pour obtenir des

résultats plus precis, séparer et quantifier les isomeéres des tocophérols.
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La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits des deux plantes a été réalisée

par la technique chimique « le piégeage du radical libre DPPH », la mesure de 1’absorbance été

effectuée par spectrophotométrie a 517 nm. Cette activité est évaluée par rapport aux vitamines C

et E, par I’utilisation des courbes de variation de pourcentage d’inhibition (PI %) du radical DPPH

en fonction des concentrations (mg/ml) de ces deux vitamines (Figure 19). La capacité

antioxydante des composés polaires est exprimée en mg équivalents en acide ascorbique (vitamine
C) par g d’extrait sec (mg EVC/g ES) et celle des extraits lipidiques a été exprimé en mg

équivalents en tocophérol (vitamine E) par g d’extrait sec (mg EVE /g ES).

Vitamume C
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™
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Figure 19:

Le pouvoir antioxydant des standards, graphes représentant le pourcentage d’inhibition de

radical libre (DPPH) en fonction de la concentration des standards en mg/ml.
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Tableau 10: Les valeurs des VEEAC, VCEAC en (mg/g ES) et le rapport (Ce /CVEe ou c) des extraits

hexanique, d’acétate d’éthyle et méthanolique.

Extraits hexanique Extraits d’acétate Extraits Méthanolique
Plantes d’éthyle
étudiées
R VEEAC R VCEAC R VCEAC
(Ce/Cve) (mg/gES) = (Ce/Cvc)  (MmglgES) | (Ce/Cvc) @ (mglg ES)
Thymelaea

virgata (Desf.) | 169 0884 | 6,173168 | 14240572 = 0,778 | 121088 8,258

Nolletia
chrysocomoides

(Desf) 1237,817 | 0809497 | 1793 892 0,573 249,512 4.007

Les résultats du tableau révelent que plus le rapport de concentration est petit plus
I’activité antioxydante est meilleure et plus les valeurs VCEAC ou VEEAC sont grandes plus

I’extrait est un antioxydant puissant.

Nous avons observé que les extraits méthanoliques des deux plantes ont des capacités de
piégeage des radicaux DPPH plus fortes que les extraits d’acétate d’éthyle (VCEAC = 8,258 mg/g
ES pour T. Virgata et 4,007 mg/g ES pour N. chrysocomoides), et ces résultats sont proportionnels
avec ceux trouvés dans le dosage des polyphénols totaux (Figure 20), une corrélation positive a

été établie entre les extraits les plus riches en polyphénols et leurs activités antioxydante.

Ces résultats sont en accord avec ceux annoncés dans la littérature par plusieurs auteurs,
qui mentionnent que le potentiel d’activité antioxydante d’un extrait dépend de sa teneur en

composés phénoliques (Amri et al., 2015 ; Stageos et al., 2012 In (Bouchouka, 2016).

Au vu des résultats rassemblés dans le tableau 10, la capacité des extraits hexaniques, est
en corrélation positive avec le taux des tocophérols (Figure 20), du fait que la plante la plus riche

en tocophérols (N. chrysocomoides) posséde ’activité antioxydante la plus puissante,
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Figure 20: L'activité antioxydante, la teneur en composés phénoliques et le taux en tocophérols des
différents extraits.

Puisqu’il n’y a pas de travaux antérieurs concernant 1’étude du pouvoir antioxydant de
ces deux especes, nous avons comparés nos résultats avec ceux trouvés par nos collégues en
utilisant la méme procédure, dont Boudellaa et Djadwal, 2022 ont trouves que 1’extrait hexanique

des feuilles d’Erysimum gramineum pomel avait la meilleur capacité antioxydante avec une

valeur de VEEAC de 18,08 mg/g ES.
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111.4.2. Test du pouvoir antimicrobien

Dans notre étude, les extraits obtenus par des solvants de polarité croissante a partir de la
partie aérienne des deux especes étudiées, ont été testé contre des souches microbiennes.
L’efficacité des extraits a été évaluée par la méthode de diffusion des disques sur milieu solide.
Par la suite, la concentration minimale inhibitrice (CMI) a été estimée, par la méthode de dilution

sur milieu liquide.

» Control négatif

Si les extraits doivent étre soumis a des essais biologiques, la toxicité du solvant doit
également étre évaluée car, méme a I’état de traces, le solvant ne doit pas interférer avec le
processus biologique. 1l convient également de préter attention aux interactions potentielles entre
le solvant et les corps dissous pendant que le solvant peut interagir avec certains composés pour
générer des complexes ou provoquer une décomposition, déshydratation, ou isomérisation de ces
composés (Yrjoen, 2004). Les résultats de la figure 21, montrent que le DMSO est un solvant qui

n’a aucun effet sur la croissance normale des souches microbiennes.

Escherichia coli Candida albicans

Figure 21: Effet de DMSO sur quelques souches étudiées.
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» Antibiogramme (controle positif)

Les souches microbiennes ont montré des sensibilités différentes aux antibiotiques ou
antifongiques standard testés (tableau 11) et (Figure 22), ce qui nous a permis de mettre en

évidence différents niveaux d’activité de ces composés sur les souches bactérienne et les levures.

Tableau 11: Diamétre de zone d’inhibition en mm en présence de quelques antibiotigques.

Diametre de la zone d’inhibition en (mm).

Souches testées Antibiotiques Antifongique
GEN | Ak | DXT SP Amphotéricine b
Escherichia coli 22 25 - -
Staphylococcus aureus - 20 30 5
Pseudomonas aeruginosa - 33 5 5
Klebsiella pneumoniae - - 30 -
Yersinia enterocolitica - - 22 -
Candida albicans 10 15
Candida albicans 26 20

(-) : Diamétres non déterminées

Klebsiella pneumoniae Yersinia enterocolitica
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Staphylococcus aureus

Candida albicans 26

Candida albicans 10

Escherichia coli

Figure 22: Effet des antibiotiques sur quelques souches étudiées
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I11.4.2.1. Résultats de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion sur gel

La méthode des disques a permis de déterminer 1’action des extraits des plantes dissout
dans le DMSO sur les différentes souches, celle-ci se traduit par I’apparition ou non d’une zone
d’inhibition autour du disque de papier préalablement imprégné de 1’extrait avec les concentrations
Coet les deux dilutions (1/2 et 1/5).

L’activité antimicrobienne a été estimée selon trois niveaux :
» Fort (D>13 mm), la souche est sensible ;
» Moyenne (5mm<D<13mm), la souche est intermédiaire ;
> Faible (D<5mm), la souche est résistante (Billerbeck, 2007).

Les résultats des zones d’inhibitions sont exprimés en mm comme indiqué dans les

tableaux et les figures ci-dessous.
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Tableau 12: Diamétre des zones d’inhibitions des extraits de Thymelaea virgata vis-a-vis des souches étudiées.

Extraits Diamétres de la zone d’inhibition en (mm)
Hexane Acétate d’éthyle Méthanol
Souches Co Cun Cus Co Cie Cus Co Cie Cus
Escherichia coli 15400 | 11,640,57 | 10,3+0,57 | 14,644,04 | 5,640,57 5400 13+2,64 8+10 7+10
Pseudomonas 6,6+1,15 6+00 5+00 7410 7400 741,73 8,34+0,58 8+00 7420
aeruginosa
" Yersinia 13,3+1,53 | 12+2,89 | 10,3+058 | 11+1,73 11+1 10,6+0,58 | 11,3+1,15 | 10,64+1,15 | 10,3+0,58
e enterocolitica
&
g Klebsiella 13+1,73 | 11,340,57 | 8,6+2,15 8+20 741,73 6+00 9,640,58 7,340,58 | 5,6+0,58
m pneumoniae
Staphylococcus 9,340,558 | 7,3+1,15 | 6,6+0,58 8+20 5,340,58 5400 7+00 6+00 5+00
aureus
«»» | Candida albicans 10 | 11,3+0,57 | 11+152 | 114173 | 114152 | 10,3+1,15 9+1,52 11,641,552 | 11,64154 | 11400
o
S
4 | Candida albicans 26 | 12,6+2,08 | 12+1,73 10+00 11410 | 10,3+0,57 | 10,3+0,57 1141,7 9,64+0,57 6+00
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Extraits Diamétres de la zone d’inhibition en (mm)
Hexane Acétate d’éthyle Méthanol
Souches Co Cirp Cus Co Cin Cus Co Cin Cus
Escherichia coli 14,3342,51 | 10,6+1,52 | 10+1,73 | 1644535 | 14,3+251 | 144264 | 12,341,552 | 11,3+2,30 640
Pseudomonas 8+1,73 6,3+0,58 6+00 6,3+2,30 | 56+0,58 | 53+0,58 | 6,6+0,58 6+10 5,3+0,58
o aeruginosa
=
% Yersinia 11410 9,6+0,57 8+10 12410 | 10,3+0,58 | 9,6+0,57 | 10,3+05 | 9,6+057 | 834057
= enterocolitica
Klebsiella 13400 11410 1041,73 | 10,3+0,57 | 7,6+2,88 8+10 10,6+1,52 | 941,52 9,6+1,52
pneumoniae
Staphylococcus 6,3+0,58 6+00 5+00 7,6+0,58 7+10 6,3+0,58 | 6,6+1,53 | 564058 | 5,6+1,15
aureus
I Candida albicans 10 13410 11,3+0,57 | 114057 | 12,3+152 | 114264 | 114115 | 22,6+3,05 | 19,3+2,08 | 156+0,57
o
S
9 Candida albicans 26 | 14,6+2,30 | 144057 | 13,3+2,30 | 15,6+2,08 | 14,3+1,52 | 14420 | 26,3+162 | 18420 16,6+1,52
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D’apres 1’étude du pouvoir antimicrobien des extraits organiques des deux plantes, par la
méthode des disques, on trouve que les diameétres des zones d’inhibitions allant de 5 a 26,3 mm

pour les souches bactériennes et fongiques, en fonctions des concentrations (CO, C12 et Cyys).

Selon les tableaux ci-dessus, nos résultats montrent que la concentration initiale (Co) est
la plus fiable dans tous les extraits. Donc nos comparaisons sont par rapport a cette concentration.

Les microorganismes testés n’ont pas exercé la méme sensibilité vis-a-vis nos extraits

Les extraits de T. virgata et N. chrysocomoides ont présenté des diametres de zones
d’inhibitions allant de 5 a 15 m et de 5 a 26,3 mm respectivement. Les diametres les plus élevés
chez N. chrysocomoides ont été obtenu pour les deux souches fongiques Candida albicans 10 de
22,6 mm et Candida albicans 26 de 26,3mm dans 1’extrait méthanolique, alors que T. virgata son
effet inhibiteur le plus important a été observé avec Escherichia coli de 15mm dans 1’extrait

hexanique.

Nos résultats sont comparables a ceux trouvés par (Kerboub, 2017), ou I’extrait
méthanolique de Thymelaea hirsuta Endl. enregistre une zone d’inhibition de 11mm vis-a-vis

Candidat albicans 10 et de 15mm vis-a-vis Escherichia coli.

Pour tous les extraits, une activité antibactérienne trés faible sur les souches

Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus.

El Abed et al. (2014) et Naili et al. (2010) ont montré un effet antibactérien significatif
de I'extrait méthanolique de feuilles d'Artemesea Campestris de la famille des Asteraceae contre
une large gamme de bactéries telles qu’Escherichia coli (17 et 10 mm) et Staphylococcus aureus
(20 et 27 mm) qui est plus important par rapport a nos extraits. De plus, la fraction d'acétate d'éthyle
de la partie aérienne présentait des niveaux significatifs d'inhibition contre Escherichia coli (13

mm) et Staphylococcus aureus (9 mm).

Yersinia enterocolitica et Klebsiella pneumoniae se comportent différemment avec des

diamétres d’inhibitions de 8 & 13,3 mm.

Les figures ci-dessous montrent ’activité antibactérienne et antifongique des extraits
hexanique, d’acétate d’éthyle et méthanolique des deux plantes contre quelques souches étudiées.

Les autres activités inhibitrices sont mentionnées dans I’Annexe 1V.
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Thymelaea virgata

Extrait hexanique
Escherichia coli

Extrait méthanolique
Escherichia coli
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Candida albicans 26

Extrait d’acétate d’éthyle

Pseudomonas aeruginosa

Candida albicans 26

Figure 23: Effet de différents extraits organiques de T. virgata sur la croissance des souches
microbiennes.
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Nolletia chrysocomoides.

Extrait hexanique
Candida albicans 26

Extrait d’acétate d’éthyle

Escherichia coli
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Candida albicans 10

Extrait méthanolique

Escherichia coli

Candida albicans 10

Figure 24: Effet de différents extraits organiques de N. chrysocomoides sur la croissance des souches

microbiennes.
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En effet, en comparant I’activité de Nolletia chrysocomoides avec celle de Thymelaea
virgata, on déduit que les deux especes ont un effet trés faible sur Staphylococcus aureus et
Pseudomonas aeruginosa, ces deux souches sont multirésistantes aux antibiotiques et
responsables des infections nosocomiales. Pour les espéces fongiques Nolletia chrysocomoides a
un effet trés important par rapport a Thymelaea virgata. Le diametre d’inhibition se différe d’une

souche a une autre selon la nature et la concentration utilisée de 1’extrait.

Dans la littérature, Les bactéries a Gram (-) sont plus résistantes aux bactéries a Gram (+)
a cause de ses structures complexes et de leur couche externe qui agit comme une barriere a la
pénétration des agents antimicrobiens. Dans notre étude, nos extraits sont efficaces sur les
bactéries a Gram (-) a I’exception de Pseudomonas aeruginosa, donc ces extraits ont la capacité

de dépasser la couche externe de ces bactéries pour inhiber leur croissance (Dehimi, 2011).

La différence dans la sensibilité des souches aux extraits peut étre expliquée par les
composants extractible par les différents solvants. La majorité des composés végétaux ayant une
activité antimicrobienne sont des polyphénols, mais I’activité de ces composés pourrait Etre aussi
liée au degré d’oxydation, en effet les polyphénols sont des composés tres susceptibles d’auto
oxydation en présence de 1’oxygene de 1’air. Cette oxydation se traduit par polymérisation des
monomeéres comme les monomeres de flavonoides pour donner des polymeéres de poids
moléculaires élevés. Cependant, le poids moléculaire des polyphénols est un facteur important
dans I’activité antimicrobienne, les molécules a faibles poids moléculaires sont capables de
traverser la paroi ou la membrane contrairement aux molécules avec un poids moléculaire élevés
(Karou et al., 2005).
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111.4.2.2. Les résultats de la détermination de la CMI

Apres avoir réalisé I’activité antimicrobienne de nos extraits par la méthode de diffusion
sur gélose, nous avons essayé de determiner les concentrations minimales inhibitrices (CMI) par

la méthode de micro dilution en milieu liquide.

Ainsi, aprés la mise en évidence de la CMI, nous avons procédé a la détermination de la
CMB (concentration minimale bactéricide) et la CMF (concentration minimale fongicide).

Les résultats des extraits de plantes sur les souches étudiées ont été alors déterminés et

regroupées dans les deux tableaux 14 et 15.

Les figures 25 et 26 illustrent les effets antimicrobiens de nos extraits sur les souches
étudiées.
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Tableau 14: Les concentrations minimales inhibitrices et fongicides des extraits organiques en (mg/ml), de Nolletia chrysocomoides.
Extraits Hexane Acétate d’éthyle Méthanol
CMI (mg/ml) CMF CMI CMF CMI CMF
Souches (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
Escherichia coli 3,125 1,562 1,562
Pseudomonas aeruginosa 3,125 3,125 3,125
(%2}
-“:’ Staphylococcus aureus 3,125 3,125 3,125
3
g Yersinia enterocolitica 1,562 3,125 3,125
Klebsiella pneumoniae 3,125 1,562 3,125
Candida albicans 10 0,781 1,562 0,390 3,125 0,781 3,125
&
-
>
— Candida albicans 26 0,195 1,562 0,195 3,125 0,195 3,125
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Extraits Hexane Acétate d’éthyle Méthanol
Souches CMI (mg/ml) CMI (mg/ml) CMI (mg/ml)
Escherichia coli 1,562 1,562 1,562
Pseudomonas aeruginosa 3,125 3,125 3,125
&3
= Staphylococcus aureus 1,562 1,562 3,125
3
o
o0 Yersinia enterocolitica 3,125 1,562 1,562
Klebsiella pneumoniae 3,125 3,125 3,125
% Candida albicans 10 0,781 0,195 0,195
S
3 Candida albicans 26 0,195 0,195 0,195

-61-



Résultats et discussion

Selon les tableaux 14 et 15, nous observons que les valeurs de CMI varient d’une souche
a une autre et d’un extrait a un autre. Les CMI de T. virgata et N. chrysocomoides sont compris
entre 0,195 et 3,125 mg/ml. 1l existe une relation inverse entre CMI et pouvoir antimicrobien des
substances dont les plus faibles CMI atteste de la richesse de ces échantillons en principes actifs

antimicrobiens vis-a-vis les souches pathogénes cibles.

L’inhibition importante constatée chez les extraits des deux especes est contre Candida
albicans 26 avec une CMI de 0,195 mg/ml. Par rapport aux extraits de Thymelaea virgata, les
extraits de Nolletia chrysocomoides ont la meilleure activité antifongique avec des CMF allant de
1,562 a 3,125mg/ml.

L'effet antibactérien a été jugé bactéricide ou bactériostatique en fonction du rapport :
CMB/CMI. En effet, si CMB/CMI =1 a 2, I'effet est bactéricide et si CMB/CMI = 4 a 16, I'effet
est bactériostatique (EL Amri et al., 2014). Dans notre cas aucune CMB n’a été observée, mais

elle a été estimée lorsqu’elle est supérieure a la CMI des différents extraits.

Candida albicans 26 a un rapport de CMF/CMI= 16,03 (Méthanol et acétate d’éthyle) et
CMF/CMI=8,01 (hexane). Pour Candidat albicans 10 CMF/CMI=4 dans les extraits hexanique et
méthanolique et pour I’extrait acétate d’éthyle CMF/CMI=S.

En conséquence, les extraits de cette plante peuvent étre classés comme un agent
antifongique puissant pour lutter contre certaines maladies, car le rapport CMF / CMI varie entre
4 et 16. La sensibilité de ces germes a nos extraits pourrait étre une étape importante vers la

découverte d’un remede ou d’une méthode naturelle de lutte contre ces levures pathogénes.
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Thymelaea virgata (Desf.)

Figure 25: Détermination de la Concentration minimal inhibitrice des extraits organiques de Thymelaea virgata vis-a-vis des souches pathogénes par la
méthode de micro-dilution.
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Nolletia chrysocomoides (Desf.)

Extrait Hexanique Extrait d’acétate d’éthyle Extrait méthanolique

Figure 26: Détermination de la Concentration minimale inhibitrice des extraits organiques de Nolletia chrysocmoides vis-a-vis des souches pathogenes par la
méthode de micro-dilution.
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales restent toujours une source inépuisable des principes actifs
connus par leurs propriétés thérapeutiques. Notre travail est une contribution a I’étude des activités
antioxydante et antimicrobienne des deux especes Thymelaea virgata (Desf.) et Nolletia

chrysocomoides (Desf.).

L’extraction de la partie aérienne des deux plantes a permis d’obtenir des rendements qui
different en fonction des solvants utilisés. Les résultats obtenus ont montré que la rentabilité de
I’extrait d’acétate d’éthyle de T. virgata est de (3,72%) et celle de I’extrait méthanolique de N.

chrysocomoides est de (1,91%).

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adoptant la méthode
de Singleton et Ross révéle la présence des quantités importante dans les extraits méthanoliques
en polyphénols des deux plantes étudiées. De méme nous avons dosé la teneur en tocophérols, ce
qui nous mene a conclure que T. virgata contient une quantité considérable en tocophérols que N.

chrysocomoides.

L’évaluation des propriétés antioxydantes des différents extraits a été déterminé par la
méthode de DPPH, les résultats montrent que les extraits méthanoliques possédent une bonne
activité, cela pourrait étre expliquer in vitro par la richesse de ces plantes en composes phénoliques,
donc ces plantes contiennent des molécules qui sont considérées comme des agents antioxydants

peuvent étre utilisées pour des applications thérapeutiques.

Au cours de cette étude nous avons réalisé également 1’effet antimicrobien de nos plantes
vis-a-vis cing bactéries (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Yersinia enterocolitica, Klebsiella pneumoniae) et deux levure (Candida albicans 10, Candida
albicans26). Par I’utilisation de deux méthodes différentes. La méthode de diffusion sur milieu
géloseé a révélé une action inhibitrice contre la plupart des germes et I’activité la plus importante a
été enregistrée sur les deux souches de Candida albicans par I’extrait méthanolique de N.

chrysocomoides.

Les résultats de 1’activité antimicrobienne par les tests de micro dilution sur milieu
liquide, indiquent que dans la majorité des cas, nos extraits ont une action inhibitrice vis-a-vis des

germes étudiés a des concentrations enregistrées entre 0,195 a 3,125 mg/ml.
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Dans la perspective de ce travail, il serait intéressant :

e  D’approfondie I’analyse de la composition chimique des différents extraits
obtenus, afin d’identifier les espéces chimiques responsables de leurs activités
biologiques ;

e Développer des médicaments antiradicalaires a base de plantes doués d’une
activité antioxydante ;

e D’¢largir I’éventail des espeéces microbiennes testées (bactéries, levures et
moisissures, hospitaliéres et de référence) ; pour voir d’éventuel effet synergique ;

e Isoler les molécules contenues dans les extraits des deux plantes responsables de
I'activité antimicrobienne puis le tester in vivo sur différents modelés biologiques

afin de trouver une application thérapeutique ou agroalimentaire ;

e  Enfin d’autres activités biologiques peuvent également étre évalues aussi bien in
vivo qu’in vitro (activité antiinflammatoire, antidiabétique, antitumorale,

cytotoxicité...)
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Les réactifs et les produits chimiques utilisés

Hexane

Acétate d’éthyle

Méthanol

Ethanol

Folin-Ciocalteau

Phénantroline

Tocophérol

Acide ascorbique

DMSO

INT
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Annexe |1
Formules des composés standards
o
HO
OH
HO
OH

Acide gallique

Tocophérol (Vitamine E)
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HO

HO

Acide ascorbique (Vitamine C)
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Annexe |11
Préparation des milieux de culture (MH/Sabouraud) solide et liquide.

1. Milieu Muller Hinton gélose

659 de la poudre du milieu de culture a été dissout dans 1L d’eau distillé. Chauffer en
agitant jusqu’a dissolution compléte. Le milieu ainsi préparé est stérilis€ a 1’autoclave a la

température 120°C pendant 20min.

2. Milieu Sabouraud gélose

38¢g de la poudre du milieu de culture a été dissout dans 1L d’eau distillé. Chauffer en
agitant jusqu’a dissolution compléte. Le milieu ainsi préparé est stérilisé a 1’autoclave a la

température 120°C pendant 20min.

3. Milieu Muller Hinton bouillon

65g de la poudre du milieu de culture a été dissout dans 1L d’eau distillé. Chauffer en
agitant jusqu’a dissolution compléte. Le milieu ainsi préparé est stérilisé a 1’autoclave a la

température 120°C pendant 20min.
4. Milieu Sabouraud bouillon

65g de la poudre du milieu de culture a été dissout dans 1L d’eau distillé. Chauffer en
agitant jusqu’a dissolution compléte. Le milieu ainsi préparé est stérilisé a 1’autoclave a la

température 120°C pendant 20min.
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Annexes S

Effet de différents extraits des plantes étudiées vis a vis de la croissance des souches microbiennes

Thymelaea virgata (Desf.)

L’extrait hexanique

TA E.coli
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C1/5

C1/2

C1/5
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Nolletia chrysocomoides (Desf.)

L’extrait hexanique

NH E.coli
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1 E. coli : Escherichia coli, St : Staphylococcus aureus, Ps : Pseudomonas aeruginosa, Ye : Yersinia enterrocolitica,
Kp : Klebsiella pneumoniae, C10 : Candida albicans 10, C26 : Candida albicans 26.

TH : T. virgata hexane, TA : T. virgata acétate d’éthyle, TH : T. virgata méthnol.

NH : N. chrysocomoides hexane, NA : N. chrysocomoides Acétate d’éthyle, NM : N. chrysocomoides méthanol.
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