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Introduction

Depuis des milliers d’année, I’humanité a utilisée divers ressources trouvées dans son
environnement afin de traiter et soigner toute sorte de maladies. Actuellement I’organisation
mondiale de la sant¢ (OMS) estime qu’environ 60 % des habitats de la planéte ont recours a la
médecine traditionnelle a base des plantes en tant que soins de santé primaire, ce chiffre peut

atteindre 80% dans les cas des pays en développement (Djouahra, 2012; Anonyme 1).

L'Algérie vu sa position biogéographique privilégiée et son étendu entre la
Meéditerranée et 1'Afrique sub-saharienne est considérée parmi les pays connus pour leur
diversité taxonomique, a laquelle s’ajoute une tradition ancienne d’utilisation traditionnelle

des plantes (Messai, 2011).

Plusieurs questions sont soulevées concernant la sécurité des produits chimiques
synthétiques utilisés en médecine ou dans I’industrie alimentaire, la limite thérapeutique des
médicaments chimiques, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques a
conduit les chercheurs a trouver de nouvelles molécules aux propriétés biologiques (Iserin,

2001 ; Mohammedi, 2013).

En effet, les métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses recherches. A titre
indicatif, les alcaloides qui sont, a faibles doses, dotés de propriétés pharmacologiques et
toxicologiques remarquables. De méme, les polyphénols, un groupe tres diversifié de
molécules, dont plusieurs sont largement utilisées en thérapeutique comme antioxydants pour
lutter contre les effets néfastes de 1’oxygene a 1’origine d’un grand nombre de maladies

(Bruneton, 2009).

Dans ce contexte, cette thématique a pour objectif d’étudier et valoriser les alcaloides et
les composés phénoliques de deux plantes médicinale locales qui poussent spontanément en
Algérie: Daphne gnidium utilisé pour ses propriétés anticancéreuses et Ephedra alata alenda

qui est utilisé pour le traitement de diabete (Ghourri et al., 2013; Mohammedi, 2013).
Nous avons subdivisé notre travail de recherche en deux parties:

- La premicre, est consacrée a une synthése bibliographique sur les aspects botaniques et
phytochimiques de la plante. Des généralités, sur les activités antimicrobiennes et

antioxydant, ainsi que sur les alcaloides et les composés phénoliques.

- La deuxieme partie illustre le matériel et les méthodes utilisés dans les différentes étapes de

notre travail expérimental. En application, des dosages des composés phénoliques et des
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flavonoides sont réalisés suivie par une chromatographie sur couche mince, les extraits de
l'Ephedra alata alenda et Daphne gnidium sont testés pour leurs activités antimicrobiennes et

leur pouvoir antioxydant. Enfin on a consacrée a la présentation et l’interprétation des

résultats obtenus.

Notre manuscrit est cloturé par une conclusion générale et de perspectives.



Partie I: Etude bibliographique.

Chapitre I: Apercu sur les especes étudiées.
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I. Daphne gnidium L.

I.1. Généralité sur la famille des Thymelaeaceae

Daphne gnidium appartient a la famille des Thymelaeaceae, cette famille comprend
environ 500 especes d’arbres et arbustes généralement toxiques (Van der Bank et al., 2002).
Les membres de cette famille sont répandus dans les zones tropicales et tempérées de la
planete, particulierement en Afrique, et sont absents seulement dans les régions aux climats

les plus froids (O.M.S., 2002).

Cette famille compte plusieurs genres et especes différentes. Les genres les plus
connues sont Gnidia (152 especes), Daphne (90 especes), daphnopsis (73 especes),
Wikstroemia (87 especes) (Anonyme 2).

Les Thymelaeaceae ont plusieurs utilisations, elles possédent une importance
¢conomique non négligeable surtout dans les régions ou elles poussent. L’écorce de plusieurs
genres particulierement Wikstroemia, Daphne, Edgeworthia et Thymelaea, est utilisée pour la
fabrication de papier (Potterat, 1997 ; Quezel et al, 1963). Les médecines traditionnelles
d’un grand nombre de cultures utilisent les Thymelaeaceae pour la préparation de traitements
d’une gamme tres étendue de troubles ; les emplois comme émétique, purgatif, vésicant et
pour le traitement de maladies de la peau. Dans ces applications, les doses sont cependant
faibles, afin de favoriser I’effet bénéfique par rapport aux effets secondaires (0.M.S., 2002).
I.2. Noms vernaculaires de D. gnidium L.

Un grand nombre de ces dénominations sont des traductions d’une langue a I’autre. Le
nom le plus utilisé en Algérie est Lazzaz, en francais elle est appelée Daphne Garou, Saint

Bois, en anglais Flax-leaved Daphne et en italien Daphne gnidio (Mohammedi, 2013).
I.3. Présentation et description botanique de la plante D. gnidium

C'est un arbuste des garrigues méditerranéennes et des sables atlantiques, existe dans
tout le Tell de I’ Algérie, de 60 cm a 2 m de haut ou plus, a rameaux minces tres feuillés. Des
feuilles persistantes ou caduques, lancéolées-linéaires, larges de 5-7mm au plus, cupsidées,
tres denses. Inflorescences terminales en panicule rameuse longue de 5-10cm, entierement
blanche — tomenteuse, fleurs blanches caduques. Le fruit est une drupe ovoide, rouge orangé,

trés toxique. La floraison va d’octobre a mars (Mohammedi, 2013).
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Figure 1 : Daphne gnidium (feuilles, fleurs et fruits) (Anonyme 3).

I.4. Classification systématique de la plante

Tableau I : Systématique de Daphne gnidium L. (Mohammedi, 2013)

Embranchement: Phanérogames
Sous Embranchement: Angiospermes
Classe: Eudicots

Ordre: Malvales

Famille: Thymelaeaceae
Genre: Daphne

Espece : Daphne gnidium
Nom scientifique: Daphne gnidium L.

I.5. Composition chimique

Le  Daphne  gnidium

contient des  coumarines (Daphnétine,  daphnine,

acétylimbelliférone, daphnorétine) et des flavonoides (lutéolin-3’,7-di-O-glucoside lutéoline,

orientine, isoorientine, quercétine, apigénine-7-O-glucoside, genkwanine, 5-O-B-D-

primeverosyl genkwanine, 2, 5, 7,4'-tétrahydroxyisoflavanol).
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Les graines et les écorces des différentes espéces de Daphne renferment des diterpénes
toxiques, la daphnétoxine (écorce) et la mézéréine (graines). L’ingestion des fruits déclenche
une ulcération du tube digestif et le contact des écorces avec la peau ou les muqueuses

provoque une irritation importante (Mohammedi, 2013).
I.6. Répartition géographique

Le Daphne gnidium est une espéce méditerranéenne commune dans tout le Tell
Algérien, on la retrouve en Europe méridionale et occidentale. Elle est présente dans les

forets, les garrigues et les broussailles (Guide illustré de la flore algérienne, 2011).
L.7. Propriétés et utilisation de la plante D. gnidium

Anciennement, 1'écorce des plantes du genre Daphne et plus particulierement du
Daphne gnidium était utilisée sous forme de pommade aux propriétés épispastiques (rougeurs,

irritations, ampoules...).

En Phytothérapie, la plante est indiquée dans le traitement des leucémies, des tumeurs
solides, la sclérose en plaque et le sida. Le principe actif susceptible de détruire les
leucoblastes malins dans la leucémie myéloblastique aigue en évolution est le Primeverosyl B
genkwanine, hétéroside extrait primitivement du Gnidia kraussiana, plante de la savane
africaine et actuellement du Daphne gnidium; cette dernieére contient en effet un plus fort

pourcentage de principe actif; dont la purification est plus facile.

Dans la pharmacopée traditionnelle, il était utilis€ pour ses propriétés antiseptique,

insecticide, dépurative, cicatrisante, sudorifique et abortive (Mohammedi, 2013).

Cette espece est utilisée pour diminuer les inflammations et les douleurs abdominales,
cependant, Les femmes 1’utilisaient autrefois pour teindre leurs cheveux en noir, I’huile de

semences du Daphne gnidium est purgative (Guide illustré de la flore algérienne, 2011).
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I1. Ephedra alata alenda

I1.1. Généralités sur la famille des Ephedraceae

La famille des Ephedraceae inclue environ 40 especes dans le monde, représentée par
le seul genre Ephedra. Les espéces de ce genre peuvent pousser dans des conditions semi-
arides et désertiques, ce qui rend les six continents appropriés pour la croissance de ce genre.
Ce dernier se développe habituellement dans des sols sableux, des pentes seches et des cotés
secs de montagnes et qui poussent surtout dans la Chine, 1'Inde, 'Egypte, le Moyen-Orient, en
Europe et dans les Amériques (Limberger et al., 2013; Evans, 2009 ; Hegazi et El-Lamey,
2011).

I1.2. Nom vernaculaire d’Ephedra alata alenda

Alenda est le nom populaire en Algérie, en francais Ephedre, Ephedra en anglais, et en

allemand est appelée Walliser meertraubchen.
I1.3. Présentation et description botanique de la plante E. alata

C’est un arbuste de 1 a 3 meétres de haut, a rameaux articulés et trés ramifiés d'une
couleur vert-jaunatre, portant au niveau des nceuds de petites feuilles opposées, alternant d'un
neeud a l'autre. Les fleurs sont en petits cones blanchatres, dioiques (fleurs males et femelles
sur des pieds différents) et les fruits entourés de bractées largement membraneuses. Elle
présente un systeme de racines latérales extrémement puissant. Elle est réputée pour sa
tolérance élevée a la carence en eau dans les régions sahariennes (Ozenda, 1991; Derbel et

al., 2010).

Figure 2 : Ephedra alata (Anonyme 4).
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I1.4. Classification systématique de la plante

Tableau II : systématique d’ Ephedra alata (Ozenda, 1991).

Sous embranchement Gymnospermes
Classe Gnetopsida

Ordre Ephedrales

Famille Ephedraceae

Genre Ephedra

Espece Ephedra alata

Sous espece Ephedra alata alenda

IL.5. Composition chimique

Selon Kebili (2016), les especes de I'Ephedra sont des sources naturelles de nombreux
phyto-constituants incluant des alcaloides, des tanins (principalement les proanthocyanidines),
des saponines des acides phénoliques, des flavonoides (la vicenine II, la lucenine III, le
kaempferol 3-rhamnoside, la quercétine 3- rhamnoside et I’herbacetine 7-O-glucoside sont les
flavonoides qui ont été isolés de 1’ Ephedra alata) et des huiles essentielles. Leurs propriétés
biologiques sont attribuables en grande partie aux alcaloides de type éphédrine, proto-
alcaloides dérivés de la phénylalanine. Notons que la (-) éphédrine et I’(+) pseudoéphédrine
sont généralement les plus abondantes, ils représentent environ 80% de la teneur en alcaloides
dans la plante séchée (Phinney et al., 2005; Soni et al., 2004; Caveney et al., 2001 ; Hegazi
et El-Lamey, 2011).

L’effet pharmacologique et toxicologique de cet arbuste semble étre attribuable a ses
alcaloides. L’Ephédrine, malgré 1’absence de groupement phénolique caractéristique des
catécholamines, est un sympathomimétique, agoniste a la fois des récepteurs adrénergiques o
et B. Elle présente aussi un effet indirecte sur le systeme sympathique via I’augmentation de la
libération de noradrénaline a partir des vésicules de stockage dans les neurones sympathiques
vers la zone synaptique ou il se fixe sur les récepteur post-synaptiques a et f (Limberger et

al., 2013; Chen et al., 2010; Ma et al., 2007).
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I1.6. Répartition géographique

L'espece Ephedra alata est une plante médicinale appartenant au genre Ephedra
originaire d'Asie, y compris I'Arabie Saoudite. Elle est commune dans le Sahara du Maroc a la

Libye jusqu'a 'Egypte (Ozenda, 1991 ; Al-Qarawi et al., 2011).

En Algérie, E. alata se trouve dans le Sahara septentrional et occidental au niveau des
terrains sableux, des regs et les lits sablonneux des oueds. Elle est méme rencontrée dans le

sable de I'étage tropical et la Hamada de Tinghert (Ozenda, 1991).
IL.7. Propriétés et utilisation de la plante E. alata

En Algérie, E.alata s’utilise contre la grippe, la coqueluche et la faiblesse générale en
tisane et par inhalation ainsi que sous forme de gouttes nasales contre les rhumes. Au Maroc,
elle est utilisée pour lutter contre le diabéte. Ainsi, les tiges broyées d’Ephedra alata et cuites
dans du beurre, seraient ingérées par les femmes du Sahara pour avorter (Bellakhdar, 1997 ;

Ould El Hadj et al., 2003 ; Ghourri et al., 2013).

En Egypte, E.alata est utilisée en médecine traditionnelle comme dépurative,

hypotensive, antiasthmatique et agent astringent (Nawwar et al., 1984).

En Asie, elle est utilisée dans la fabrication clandestine d'une drogue de rue, de la

méthamphétamine (d-desoxy-éphédrine) (Caveney et al., 2001).

Une étude réalisée par Boozer et al., 2001 a montré qu’un meélange d’Ephedra et de
guarana favorise efficacement et a court terme (8 semaines) la perte de poids chez des sujets

en surpoids.

L’extrait alcoolique de /’E.alata a présenté un abaissement persistant du taux de

glucose sanguin une heure aprés son administration a des rats a jeun (Shabana et al., 1990).

Les especes Ephedra ont aussi des effets néfastes (Ma et al., 2007). Cliniquement, il
peut en résulter une tachycardie, une hypertension, une hypersudation, une bronchodilatation,

une agitation et une mydriase.
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Chaque espece végétale contient un certain nombre de substances, lesquelles proceédent
de métabolisme et s’¢laborent comme produit secondaire. Les métabolites secondaires sont
des produits a structure chimique souvent complexe, on compte plusieurs milliers de
métabolites (au moins 30000 structures caractérisées) et sont classées selon leur structure
chimique (Judd et al., 2002). Parmi ces substances on trouve les alcaloides, les composés
phénoliques (les flavonoides, les tanins, les saponosides) , et les huiles essentielles qui ont des

intéréts multiples mis a profit dans 1’industrie alimentaire et pharmaceutique.

I1.1. Les alcaloides

11.1.1. Définition des alcaloides

Le terme « alcaloide » a été introduit par W. Meissner au début de XIXe siecle pour
désigner des substances naturelles réagissant comme des bases, et fournissent avec les acides,
des sels. Ce terme provient de la combinaison de «al kali » (la soude) et de «eidos »
(I’aspect). Les alcaloides sont nommés d’aprés la plante qui les a fournis, avec une

terminaison en « ine » (Bruneton, 1999 ; Bougandoura, 2011).

On trouve les alcaloides principalement chez les végétaux, mais aussi chez les animaux
et chez certains microorganismes. Leur structure chimique de base est un hétérocycle azoté
sauf pour quelques substances dans lesquels 1’azote est extra cyclique (c’est le cas de la
colchicine et de I’éphédrine) (Judd et al., 2002), plusieurs classes sont définies selon leur

biogénese et la position de I’azote (voir annexe 1).
I1.1.2. Distribution et localisation des alcaloides

Selon Chebili (2012) les alcaloides sont des molécules treés largement répandues dans le
regne végétal, surtout dans les familles suivantes : Amaryllidaceae, Papaveraceae, Rutaceae,
Fabaceae, Loganiaceae, Apocynaceae, Solanaceae, Rubiaceae. Ils sont exceptionnels chez les
bactéries (pyocyanine de Pseudomonas aeruginosa), peu répandus chez les champignons (a

I’exception de I’ergot de seigle) (Bruneton, 1999 ; Axel et al., 2001).

Tous les organes peuvent en contenir, mais on ne trouve pas toujours les mémes
alcaloides dans les différents organes d’une plante, leurs répartition différe suivant les
especes ; racine (Ipéca), feuille (coca), fruit (pavot), écorce (quinquinas), graines (colchique)

(Paris et Hurabielle, 1981 ; Axel et al., 2001)
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I1.1.3. Biosynthese des alcaloides

La synthese des alcaloides a lieu au niveau du réticulum endoplasmique, les alcaloides
se concentrent ensuite dans la vacuole. De fagon générale, la production d’alcaloides

s’observe dans les tissus en voie de croissance (jeunes racines, jeunes feuilles ...).

Selon Kebili (2016),le précurseur des alcaloides vrais est un acide aminé; histidine,
ornithine, lysine, phénylalanine, tryptophane, tyrosine, acide anthranilique .La formation de
l'alcaloide peut nécessiter l'intervention d'une seule molécule d'acide aminé (hygrine), de deux
molécules de méme acide aminé (quinolizidines), plus rarement de deux acides aminés

différents (tubulosine) ou de plusieurs molécules du méme acide aminé (spartéine).

Les réactions d’oxydation, d’estérification, d’alkylation,  d’éthérifications, etc.,
justifient la diversité structurale des alcaloides. Dans le cas particulier des alcaloides

terpéniques, les précurseurs ont une origine terpénique (Bruneton, 2009).

Fréquemment les alcaloides s’accumulent en des emplacements différents de leur lieu
de synthese. Par exemple chez les tabacs, la nicotine est synthétisée au niveau des racines,

puis elle migre vers les feuilles (Guignard et al., 1985, Judd et al., 2002).
I1.1.4. Propriétés physicochimiques

e PM inférieur a 1000.

e Les alcaloides non oxygénées et de faible masse moléculaire sont des liquides
entrainables a la vapeur d’eau, les alcaloides oxygénés ou de masse moléculaire élevée
sont généralement des solides cristallins.

e Rarement colorés (berbérine de couleur jaune).

e Leur saveur est amere.

e En générale, insolubles dans l‘eau mais solubles dans les solvants organiques
(chloroforme, alcools, acétone).

e (Capable de dévier la lumiere polarisée.

e Peuvent étre fixés sur certains agents adsorbants tels que les charbons actifs ou les
argiles du type bentonite (Fabre et truhaut, 1961 ; Bruneton, 1999 ; Axel et al.,
2001).
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I1.1.5. Activités biologiques des alcaloides

Les plantes utilisent les alcaloides dans leur systeme de défense contre les herbivores et
les prédateurs a cause de leur amerture et toxicité, ils pourraient étre des produits d’excrétion

du métabolisme azoté, et jouent un role de I’urée (Guignard et al., 2002 ; Merghem, 2009).

Chez ’homme, les alcaloides ont un role trés important dans la stimulation du rythme
cardiaque (le sel de sulfate de spartéine, isolée de Cytisus scoparius), il est également utilisé

pour provoquer la contraction de I'utérus au cours de I’accouchement.

Les alcaloides sont utilisés dans le traitement de l'asthme bronchique et comme
médicament analgésique et antiallergique (L’éphédrine, isolée d’Ephedra sinica), ils ont des
propriétés anti-inflammatoires et antimicrobiennes (La berbérine, isolée de Berberis vulgaris),
et sont utile dans le traitement de la maladie d’Alzheimer (la galanthamine agit en tant

qu’inhibiteur compétitif de la cholinesterase) (Mauro, 2006).

I1.2. Les polyphénols

I1.2.1. Définition des polyphénols

Les polyphénols ou les composés phénoliques sont des produits du métabolisme
secondaire des plantes. IlIs englobent plus de 8000 molécules divisées en une dizaine de

classes chimiques (Bruneton, 1999 ; Zerargui, 2015).

La structure chimique est commune pour tous les polyphénols : un ou plusieurs noyaux
aromatiques hydroxylés, ils sont classés en différents groupes en fonction du nombre de
noyaux aromatiques qui les composent et les éléments qui les relient. Ces molécules
présentent toutes un point communs : la présence d’au moins un cycle aromatique a 6

carbones (phénol) lui-méme porteurs fonctions hydroxyles (OH) (Zerargui, 2015).

On distingue les phénols simples, parmi eux les acides phénoliques, les flavonoides

etc., les phénols complexes comme les tanins, lignanes (Boros et al., 2010) (annexe 1).
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I1.2.2. Distribution et localisation des polyphénols

La répartition des polyphénols dans la plante tant qualitative que quantitative varie
selon les especes, les organes, les tissus ou encore les différents stades de développements

(Robards et al., 1999 ; Gresele et al., 2011).

Dans la vacuole, les polyphénols se trouvent sous forme simples et solubles ainsi que
les formes polymérisées plus ou moins solubles (tanins). Par contre, les formes insolubles
(lignines, formes liées a la subérine, la cutine et a des macromolécules glucidiques) sont

directement associées a la paroi des cellules (Macheix, 1996).
I1.2.3.Biosynthese des polyphénols

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires synthétisés par des
plantes au cours de leur développement normal, en réponse a des infections, des blessures, des

rayons ultra-violet (UV) et des insectes (Pereira Nunes et al., 2012) .

e Les polyphénols sont synthétisés a partir de deux voies biosynthétiques :
Celle de I’acide shikimique, qui conduit aprés transamination et désamination, aux
acides cinnamiques et a leurs nombreux dérivés tels que les acides benzoiques ou les
phénols simples (Knaggs, 2003).

e C(elles issues de 1’acétate/malonate, qui conduit a des polys B-coesters (poly-acétates)
de longueur variable menant par cyclisation a des composés polycycliques tels que les
dihydroxy 1,8-anthraquinone ou les naphtoquinones (Bruneton, 1999 ; Naczk et

Shahidi, 2004).

De plus la diversité structurale des composés phénoliques due a cette double origine
biosynthétique, elle augmente souvent avec la participation simultanée du shikimate et
I’acétate conduisant a 1’¢laboration de composés mixtes (flavonoides, stiblene etc.) (Martin

et Andriantsitohaina, 2002).

I1.2.4. Activités biologiques des polyphénols

Chez les plantes : les polyphénols ont un rdle dans le controle de la croissance et le
développement des plantes en interagissant avec les diverses hormones végétales de
croissance, ils protégent la plante contre les radiations UV et participent a deux principaux

processus : la photosynthese et la respiration.
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Les pigments non azotés sont impliqués dans le processus de pollinisation : ils attirent
I’attention des insectes pollinisateurs, ou servent au contraire pour éloigner les prédateurs

(Merghem, 2009 ; Bouguendoura, 2011 ; Khelfallah, 2013).

Chez I’homme les composés phénoliques sont d’ailleurs de plus en plus utilisés en
thérapeutique. Ils ont été décrits comme neuroprotecteurs, antiviral, antioxydants, anti-
agrégants plaquettaires, anti-inflammatoires, anti-allergénes, anti thrombotiques et des

antitumoraux (Crozier et al., 2010).

Selon Khelfallah, 2013, la consommation d’aliments riches en polyphénols réduit
I’incidence de nombreuses pathologies, telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires.
Les polyphénols sont également utilisés dans 1’industrie agro-alimentaire comme additif,

colorant, ardbme ou agent de conservation (Bruneton, 1999 ; Hanhineva, 2010).
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I. Activité antimicrobienne

Les mécanismes d’action de molécules bioactifs des plantes semblent &tre nombreux et
complexe, ils se résument en 1’attaque de la paroi bactérienne, 1’acidification de I’intérieur de
la cellule bloquant la production de 1’énergie cellulaire et la synthése des composants de

structure et enfin la destruction du matériel génétique conduisant a la mort de la bactérie

(Hadi, 2004).
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Figure 3: Les mécanismes d’action des métabolites secondaire (Anonyme 5).

Plusieurs études ont été focalisées sur I’évaluation des propriétés antimicrobienne des

alcaloides et des polyphénols.
I.1. Activités antimicrobienne des alcaloides

Les alcaloides ont montré un effet remarquable vis-a-vis des souches microbiennes
telles que S. aureus, E. coli, P. aeroginosa, M. smegmattis, B. subtilis, B. cereus et Candida
albicans dont les alcaloides sont extrait des plantes suivantes : Pexhiera Van Heurkii de
Bolivie ; Berberis vulgaris ; Holarrhena floribunda ; Ephedra alata alenda de Ouargla
(Algérie) (Moretti et al., 1991 ; Kabore et Millogo ., 1997 ; Mezouar et al., 2014; kebili
2016).
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I.2. Activité antimicrobienne des polyphénols

» L’évaluation de I‘activité antimicrobienne des polyphénols extraits d’une plante
médicinale de la pharmacopée traditionnelle d’ Algérie (Origanum glandulosum Desf.)
sur des souches pathogenes isolées de malades hospitaliers, a montré une grande
efficacité et pourrait offrir de grande possibilité¢ d’application dans le domaine médical
(Basli, 2011).

» Les polyphénols extraits de quatre plantes médicinales de la pharmacopée
traditionnelle du Burkina Faso (Combretum micranthum, Khaya senegalensis,
Pterocarpus erinaceus et Sida acuta) ont une activité antibactérienne sur des souches
nosocomiale (Damintoti et al., 2005).

» Selon (Senani, 2011 ; Djabali, 2012) les polyphénols issus des margines de la variété
chamlal (Oléa europea) et ceux extraits d’haricot exercent une importante activité
antifongique vis-a-vis de A. flavus, A. parasiticus ; Alternaria sp. , Moniliella sp. et

Rhizopus sp.
1.3. Méthodes de détermination de I’activité antimicrobienne
Différents protocoles peuvent étre utilisée parmi eux on site :
1.3.1. Aromatogramme

L’aromatogramme est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale,
appelée antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore méthode des
disques. L’aromatogramme se référe a la diffusion d'un agent antimicrobien d'une
concentration spécifique a partir de disques dans le milieu de culture solide, qui a été
ensemencé avec I'inoculum. La méthode est basée sur la détermination d'une zone d'inhibition
proportionnelle a la sensibilité bactérienne a I'antimicrobien présent dans le disque. Plus le
diametre de cette zone est grand, plus la souche est sensible a 1’antibiotique. Plus il est petit,
plus la bactérie est résistante. Les disques devraient étre distribués de sorte que les zones
d’inhibition autour des disques ne se chevauchent pas et qu'ainsi la zone d'inhibition puisse

étre déterminée. (Pibiri, 2006 ; Manuel terrestre de 1'OIE, 2008)
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Figure 4: Illustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de pétrie (Zaika, 1988)
1.3.2. Méthode de diffusion en puits

Elle mesure une diffusion radiale de l'extrait a partir d'un puits en donnant une zone
d'inhibition clair et facilement mesurable a la surface de la gélose préalablement ensemencée
avec la suspension bactérienne. Elle consiste a découper un tronc circulaire vertical dans la

gélose et d'y verser une solution d'extrait de concentration connu (Hellal, 2011).
1.3.3. Méthodes de dilutions en bouillon et en gélose

Le but des méthodes de dilution en bouillon et en gélose est de déterminer la
concentration la plus faible de l'antimicrobien testé qui inhibe la croissance de la bactérie
testée (la CMI, habituellement exprimée en mg/ml ou mg/litre) (Manuel terrestre de 1'OIE,

2008).
- Dilution en bouillon

La dilution en bouillon est une technique dans laquelle une suspension bactérienne, a
une concentration déterminée, est testée contre des concentrations variables d’un agent
antimicrobien dans un milieu de culture liquide. La méthode de dilution en bouillon peut étre
effectuée dans des tubes contenant un volume minimum de 2 ml (macrodilution) ou dans de
plus petits volumes a 1’aide de plaques de microtitration (microdilution) (Manuel terrestre
de I'OIE, 2008). La lecture peut étre visuelle ou a l'aide d'un spectrophotometre car le degré

d'inhibition est en rapport avec la turbidité du milieu (Hellal, 2011).
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- Dilution en gélose

La dilution en gélose implique I’incorporation d’un agent antimicrobien dans un milieu
gélosé a des concentrations variables, suivie de I’ensemencement d’un inoculum bactérien
défini a la surface de la gélose de la boite. La Dilution en gélose présente comme avantage la
capacité de tester plusieurs bactéries sur le méme ensemble de boites de gélose en méme

temps (Manuel terrestre de 1'OIE, 2008).
II. Activité antioxydante

L’activité antioxydante des composées phytochimique attire ’attention de plusieurs
chercheurs de faite de leur role important notamment dans la prévention de certaines

maladies et la conservation des aliments (Tlili, 2015).
I1.1. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont produits dans le cadre de processus métaboliques normaux.
Sous les conditions physiologiques, la production de ces radicaux au niveau cellulaire est

étroitement contrélée par un énorme systeme de défense dit systeéme antioxydant (Sies, 1997).

Un radical libre est définies comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons
non appari¢€s, cette molécule est tres instable et réagie rapidement avec d’autres composants,
essayant de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir la stabilité, une réaction en chaine
débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en lui arrachant son
électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre (Jacques et André.,

2004).

Cependant, une surproduction de radicaux libres d'un c6té et (ou) une déficience du
systtme antioxydant de l'autre co6té, conduira a une augmentation significative de la
production de ces radicaux, qui submergent la défense antioxydant et imposent un stress

oxydatif pour le syst¢éme physiologique (Martinez-Cayuela, 1995).
IL.2. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des especes
réactives de 1’oxygeéne et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les dommages
oxydatifs. Le stress oxydatif peut causer des dommages aux lipides, protéines ou 1'ADN

cellulaires, inhibant leurs fonctions normales (Boyd et al., 2003).
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I1.3. Espéces réactives oxygénées

Le dioxygene est un ¢lément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il
permet de produire de I’énergie en oxydant de la matiére organique. Mais nos cellules
convertissent une faible partie d’O, en métabolites potentiellement toxiques: les especes
réactives de 1’oxygene (ERO) (Tessier et Marconnet, 1995). 11 existe plusieurs types
d’ERO :

- radicalaires : les principales ERO de ce type sont des formes réduites de O,: 1’anion
superoxyde (O,", réduction a 1 électron), le radical hydroxyl (OH’, réduction a 3 électrons),
mais aussi les radicaux oxyl (RO’), peroxyl (ROO) et le monoxyde d’azote (NO°).
-non radicalaires : notamment le peroxyde d’hydrogéne (H,O,, réduction a 2 électrons), le
dioxygene singulet (10;), I’acide hypochloreux (HOCI), I’ozone (Os) et le peroxynitrite
(ONOQ) (Favier, 2003 ; Baudin, 2006 ; Aron et Kennedy, 2008).

I1.4. Systéeme antioxydant

Les antioxydants peuvent étre définis comme toute substance, qui présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber
I’oxydation de ce substrat. Cette définition fonctionnel s’applique & un grand nombre de
substances, comprenant les enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi de

petite molécules hydro- ou liposolubles (Cano et al., 2006).

Le systetme antioxydant est composés principalement d’enzymes (superoxyde
dismutase, glutathion peroxydase, catalase) et de molécules antioxydants de petite taille
(glutathion, ubiquinol, vitamines (E, C), caroténoides, polyphénols alimentaires, flavonoides

et les alcaloides) (Favier, 2003 ; Achat, 2013).

Selon Djouahra (2012) les composées phénoliques sont considérées comme étant le
groupe majeur de métabolites secondaires qui contribuent a [l’activité antioxydante des
plantes. L’effet antioxydant des polyphénols ¢était démontré par plusieurs études,

contrairement aux alcaloides.
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Chapitre 1 matériels et méthodes

I. Matériel
I.1. Matériel biologique
I.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé correspond a la partie aérienne composée des rameaux et des
feuilles de ’espeéce Ephedra alata alenda, tandis que pour Daphne gnidium la partie utilisée

est les feuilles seulement.

Daphne gnidium a été récoltée au mois de février 2017 au niveau de la région Chabet el-
Ameur commune Isser (Wilaya de Boumerdes). La récolte d’Ephedra alata est effectuée au

mois de novembre 2016 au niveau de la Wilaya de Sétif.

Le séchage été fait a la température ambiante, a ’abri de la lumiére et de I"humidité
pendant une semaine. Apreés séchage, les deux plantes ont été broyées par un broyeur

électrique et stocké dans un endroit sec.

Tableau III: Plantes fraiche et seche broyée.

Plante Daphne gnidium Ephedra alata
Etat

Fraiche

Seche broyée
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1.1.2. Présentation des sites de récolte
e Larégion de Chabet el Ameur
Chabet El Ameur est une ville située dans la daira d'Issers (Boumerdes). Entourée par

Tizi Gheniff, Ammal et Lakhdaria, Située a 187 metres d'altitude, caractérisée par un Climat

méditerranéen avec été chaud (Anonyme 6).

Figure 5: Carte géographique de Chabet el Ameur (Anonyme 7).

e La wilaya de Sétif

La wilaya est située au Nord-est du pays sur les Haut-Plateaux. Le climat de la wilaya
de Sétif est de type Méditerranéen continental semi- aride caractérisé par une saison hivernale
pluvieuse et fraiche et une saison estivale, seche et chaude, I’altitude est de 1033 meétres
(Zerroug, 2012).
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Figure 6 : Carte géographique de Sétif (Anonyme 7).

1.1.3. Souches microbiennes utilisées

Les souches utilisées pour le présent travail proviennent du laboratoire de
Microbiologie de Faculté des sciences (Boumerdes). Il s’agit de Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus thuringiensis, Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus et Aspergillus alliaceus. Pour Candida albicans, elle a été isolée
cliniquement sur des malades et identifiée au niveau du laboratoire d’analyse médicale

(Lamansouri) a Reghaia. Leurs caractéristiques sont regroupées dans le tableau 1 (annexe 2).
1.2. Matériel non biologique (voir annexe 4)

I1. Méthodes

IL. 1. Screening phytochimique

Tous les essais phytochimiques effectués ont pour but de déterminer la composition
qualitative, soit sur la poudre de broyat, soit sur un infusé, soit sur 1’extrait méthanolique

(préparation voir annexe 3).
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II.1.1.Caractérisation des alcaloides

On met 1ml de I’extrait méthanolique dans 3 tubes a essai pour chacune des deux
plantes , 1,5 ml de HCI a 2% a été ajouté, on ajoute 5 gouttes de réactif de Mayer dans le
premier tube, 5 gouttes de réactif de Wagner dans le deuxieme tube et 5 gouttes de réactif de
Dragendorff dans le 3eme tube. La présence des alcaloides est révélée par I’apparition de

précipité blanc, brun et orange, respectivement (Mojab et al., 2003 ; Gacem, 2011).
I1.1.2. Caractérisation des polyphénols

A 2ml d’extrait méthanolique, 2 gouttes de solution aqueuse de chlorure ferrique a 2%
est ajoutée. L ’apparition d’une coloration bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée, indique

la présence de polyphénols (Koffi et al., 2009).
I1.1.3. Caractérisation des tanins

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant, a 1ml d’infusé, 2 a 3 gouttes
de solution de FeCls a 1%. L’apparition d’une coloration bleu noiradtre ou brun verdatre
indique la présence des tanins galliques et cathéchiques respectivement (Karumi et al,

2004).
11.1.4. Caractérisation des flavonoides

La présence de flavonoides dans un extrait peut tre mise en évidence par un test simple
et rapide appelé « réaction de Shinoda » (Lock et al., 2006). Le test consiste a ajouter a 2ml
de I’extrait, quelques gouttes d’HCI concentré (2N) et environ 0,5g de magnésium métallique.

Laisser agir 3 min et regarder le changement de couleur (Malec et Pamelio, 2003).
I1.1.5.Caractérisation des stéroides

A 2 ml d’infusé, 2ml d’anhydre acétique et 0,5ml d’acide sulfurique sont ajoutées.

L’apparition d’une couleur violette, bleu puis verte indique leurs présences (Bruneton, 1999).
II.1.6.Caractérisation des saponines

Les saponines sont caractérisées par 1’apparition d’une mousse (Bruneton, 1999). Leur
détection est réalisée en ajoutant 2,5ml d’eau distillé a 2,5 ml de I’extrait aqueux dans des
tubes de 1,3 cm de diamétre, aprés 1’agitation, la teneur en saponines est évaluée par la

mesure de la hauteur de mousse:

e Pas de mousse = test négatif,

e Mousse moins de 1cm = test faiblement positif,
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e Mousse de 1-2cm = test positif,

e Mousse plus de 2cm = test tres positif.
I1.1.7. Caractérisation des glycosides

lg de poudre est mélangé avec 5Sml d’acide sulfurique concentré. L’apparition de

couleur rouge brique indique la présence des glycosides (Bruneton, 1999).

II. 2. Extraction des huiles essentielles

Dans notre étude, on a opté pour une extraction des HE par hydrodistillation a partir des
deux plantes Daphne gnidium (feuilles et graines) et Ephedra alata. On a mélangé, dans un
ballon bicol, 50g de la poudre végétale avec 300ml d’eau distillée (ED). Celui-la est placé sur
une source de chaleur, le tout est ensuite porté¢ a 1°¢ébullition. Les vapeurs sont condensées

dans un réfrigérant et I’HE se sépare de 1’hydrolysat par simple différence de densité

(Luchesi, 2005).

I1. 3. Préparation de I’extrait aqueux a 20%

20g de la poudre de chacune des plantes ont été mélangé avec 100 ml d’ED bouillante
(100°C) et agité magnétiquement pendant 30 minutes. Le mélange a été filtré par la suite.
Apres la lyophilisation, le résidu obtenu a été pesé pour déterminer le rendement et conservé

dans le réfrigérateur pour une éventuelle utilisation (Majhenic et al., 2007).

IL. 4. Préparation de ’extrait méthanolique
Une prise d’essai de 20 g de la poudre des deux plantes a été mise a macérer dans

100ml de la solution méthanolique a 20% sous agitation magnétique pendant 1h. L’extrait a

ensuite été€ stocké a 4°C durant 24 heures (Falleh et al., 2008).

I1. 5. Extraction des alcaloides totaux

N

Les alcaloides sont des composés organiques a caractére basique qui existent
habituellement dans les plantes a 1'état de combinaisons salines et dont 1’extraction est basée

sur la différence de leurs solubilités en milieu acide et en milieu alcalin:

e Les alcaloides, a pH basique, sont sous forme de bases insolubles ou peu solubles dans

l'eau, et solubles dans les solvants organiques apolaires et les alcools a titre élevés.
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e En milieu acide, les alcaloides sont a 1'état de sels fortement solubles dans 1'eau et les
alcools dilués, ils sont par contre insolubles dans les solvants organiques apolaires

(Bruneton, 2009).

Le protocole de I’extraction des alcaloides totaux est présenté dans la figure 6.

[ 10g plante, seche, broyée }

Macération dans 120ml HC1 IN
marc épuis¢ <«——  Agitation par agitateur magnétique pendant
2h+filtration

Solution aqueuse des sels
d’alcaloides totaux

Phase organique +—— Dégraissage, dépigmentation
(30 ml d’hexane x2)

A 4

Phase aqueux des alcaloides totaux

Phase aqueux «—— | alcalinisation (NH4OH)
(Impuretés) épuisement par 30 ml de CHCl;x2
A 4

[ Phase organique des alcaloides totaux }

Evaporation par rotavapeur
A

[ Résidu d’alcaloides totaux 1

Figure 7 : Protocole d’extraction des alcaloides totaux (Gresser et al., 1996).

I1.6. Extraction des polyphénols totaux

L’extrait méthanolique préparé est Filtré et évaporé a sec sous pression réduite a 50°C,
a I’évaporateur rotatif. Le résidu sec pesé et conservé a 4°C (Falleh et al., 2008).
Le taux d’extraction ou le rendement d’extraction des différents extraits est calculé par

la formule donnée par Ouahas et al., (1988) :
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Le taux de matiere extraite(% )= [(P1- Py)/P] x 100

Avec ; P =poids initial de 1’échantillon(g)
Py = poids du ballon vide(g)
P, = poids du ballon apres évaporation totale(g)

I1.6.1. Dosage des polyphénols

e Principe

L'ensemble des composés phénoliques est oxydé par le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce
dernier est constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (H:PW,049) et d'acide
phospho-molybdique (H3PMo0,049) qui est réduit lors de 1'oxydation des phénols, en mélange
d'oxydes bleus de tungsténe (WgO,3) et de molybdeéne (MogO,3) (Ribéreau-Gayon, 1968).

L’absorption est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents dans les extraits

végétaux (Charpentier et Boizot, 2006).

e Mode opératoire

Une courbe d’étalonnage a été obtenue a partir de solution d’acide gallique de
différentes concentrations préparées d’une solution mere de 2mg d’acide gallique/ml de

méthanol (annexe 5).

0,1ml de chaque solution a été introduit dans des tubes a essai. Un volume de 0,5ml du
réactif de Folin-Ciocaltau (10 fois dilué¢ dans 1’eau) a été additionné dans chaque tube. Apres
2 min, 2ml de carbonate de sodium Na,COs3; a 20% (m/v) ont été ajoutés. Par la suite ces

solutions sont maintenues a 1’obscurité pendant 30 minutes a température ambiante.

La lecture de I’absorbance de chaque solution a été effectuée a 1’aide d’un
spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 760nm contre un blanc qui contient du méthanol

a la place de I’acide gallique.

La concentration des polyphénols totaux a été déduire a partir de la courbe
d’étalonnage. Le résultat a été exprimé en milligrammes équivalents d’acide gallique par

gramme d’extrait (mg EAG/g). Le dosage a été répété deux fois.
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I1.6.2. Dosage des flavonoides
e principe

La quantification des flavonoides a été effectuée avec la méthode du trichlorure
d'aluminium. L'AICl; forme un complexe jaune avec les flavonoides qui absorbe dans le

visible a 420 nm. Le flavonoide utilisé comme référence dans cette méthode est le quercétine.
Le contenu flavonique est exprimé en mg équivalent quercétine/g extrait.
e Mode opératoire

0,5 ml de chaque solution fille de quercétine ou de l'extrait, est ajouté a 0,5 ml de
trichlorure d'aluminium (AICls) a 2% (m/v) dans 1’éthanol. Aprés incubation a I'obscurité
pendant 10 min a température ambiante, le dosage s’effectue par spectrophotométrie
UV/Visible a 420 nm (Ayoola et al., 2008). Tous les dosages ont été répétés deux fois. Le
contenu total en flavonoides a été obtenu a partir de 1'équation de régression de la courbe
d'étalonnage de quercétine, réalisé avec la méme méthode, et exprimée en mg d'équivalents de

quercétine/ g d'extrait (mg EQ/ g d'extrait).

I1.7. Analyse qualitative des extraits méthanolique et alcaloidique par la
chromatographie sur couche mince

e Principe

L’analyse qualitative a été faite par chromatographie sur couche mince (CCM) qui est
une méthode efficace et rapide associant la sensibilité a la simplicité pour identifier les
substances, elle repose principalement sur des phénomenes d’adsorption : la phase mobile est
un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le long d’une phase stationnaire fixée sur

une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide de plastique ou d’aluminium .

L’échantillon a analyser doit se trouver dans un solvant volatil (dans notre cas : le
méthanol) ; lorsque la plaque, sur laquelle on a déposé 1’échantillon, est placé dans la cuve,
I’¢luant monte a travers la phase stationnaire par capillarité. Chaque constituant de
I’échantillon migre a sa propre vitesse derriere le front du solvant. Cette vitesse dépend des
forces électrostatiques retenant le composant sur la phase stationnaire et de sa solubilité dans

la phase mobile.
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Chaque substance qui migre est caractérisée par son rapport frontal ou facteur de

retardement (Rr) dont la valeur est compris entre O et 1(Sine, 2003 ; Djouahra, 2012).

D1 parcourue par l'échantillon

Rf =
"~ D2 parcourue par le front du solvant

Ou Rt : rapport frontal qui est compris entre 0-1
D1 : distance parcourue par 1’échantillon (mm)
D2 : distance parcourue par le front de solvant (mm)
e Mise en ceuvre de I’analyse par CCM

Les analyses sont effectuées avec des plaques de silice déposées sur des feuilles
d'aluminium, ce qui constitue la phase stationnaire. 10 ul de chaque extrait (0,1 mg/ul dans le
méthanol) ont été déposés a 1cm du bord inférieur de la plaque sous forme des traits. Apres
séchage, la plaque a été émergée dans une cuve en verre préalablement saturée par la phase
mobile. Dans notre cas, deux systemes de solvants ont été utilisés pour I’extrait méthanolique
(systétme 1 : chloroforme/méthanol 9 :1 v/v, systeme 2 : acétate d’éthyle / méthanol/eau
distillé 100 :13.5:10 v/v/v) et un pour D’extrait alcaloidique (toluéne/ acétone/ éthanol/
ammoniaque 40 :4 :8 :3 v/v/v/v).

Apres développement, les plaques CCM sont séchées, observées a I’ceil nu, sous lampe
UV a 254 nm et 365 nm. La révélation des polyphénols a été faite par le passage de la plaque
sur les vapeurs d’ammoniaque, tandis que pour les alcaloides le réactif Dragendorff est

vaporisé afin d’avoir des taches orangées indiquant leurs présence.

I1.8. Activités biologiques
I1.8.1. Activité antioxydant
e Test du piégeage du radical libre DPPHe

Le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle posséde un électron non apparié sur un atome
d’azote. Ce radical ne forment pas des dimeres, il reste donc sous sa forme monomere qui est

relativement stable (Popovici et al., 2009).
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La réduction du DPPH" par un agent antioxydant en DPPH-H induit une perte de sa
couleur violette foncée qui va se transformer en jaune pale (figure 7) (Molyneux, 2004). Cette
réaction qui s’effectue a température ambiante pour éliminer tout risque de dégradation
thermique des molécules thermolabiles (Popovici ef al., 2009) peut é&tre suivie
spectrophotométriquement en mesurant la diminution de son absorbance entre 515-518 nm

(Molyneux, 2004).

donneur d’hydrogeéne (AH), qu aboutit a la formation d'une torme non-racicalaire, le DPPH-
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Figure 8 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH entre 1'espéce radicalaire

DPPH’ et un antioxydant (AH) (Molyneux, 2004).
e Mode opératoire

50 pl d'extrait préparé dans 1’éthanol est additionné a 2 ml de solution DPPH préparée a
6.10° M dans de ’éthanol. L’absorbance est mesurée au spectrophotométre aprés 1h a la
longueur d’onde de 515 nm. Le pourcentage d'activité antioxydant est déterminé par la
formule suivante :

(Absorbance du contréole — Absorbance du test)

%d'inhibition = 100
/od'inhibition Absorbance du contréle *

Ou le controle est préparé, en parallele, en mélangeant S0uL. d’éthanol avec 2 ml de la
solution éthanolique de DPPH. Pour pouvoir valoriser le pouvoir anti-radicalaire de nos
extraits, l'activité antioxydante de l'acide ascorbique est mesurée de la méme facon que

I’échantillon (Gramza-Michalowska A. et Czlapka-Matyasik M., 2011).
I1.8.2. Activité antimicrobienne

11.8.2.1. Activité antibactérienne
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Les souches bactériennes a tester ont été cultivées dans des boites de pétrie contenant
de la gélose nutritive. L’inoculum a été préparé a partir de la préculture. A 1’aide d’une anse
de platine, quelques colonies ont été prélevées puis introduites dans des tubes a essai
contenant ’eau physiologique stérile. Aprés une bonne homogénéisation de la suspension
bactérienne, une lecture de sa densité optique a été effectuée a 625nm. La densité optique doit
étre comprise entre 0,08 et 0,1 qui correspond a 10® bactérie/ml. Une dilution au 1/100°™ est

effectuée afin d’avoir une concentration finale de 10° cellule/ml.
e Test de I’activité antibactérienne

L'activité antibactérienne de nos extraits s'est testée en utilisant la méthode de diffusion
sur disques en milieu gélosé. La gélose Mueller-Hinton stérile est coulée dans des boites
Pétrie stériles a 4 mm d'épaisseur et laissée se gélifier. L’ensemencement de 1’inoculum est
réalisé en surface (ensemencement en nappe) par des écouvillons stérile. Des disques stériles
en papier Whatman N°3 de 6 mm de diametre sont imprégnés avec l'extrait a tester, préparé
dans le méthanol a 100 ul d'extrait/disque (100 mg d’extrait par ml de méthanol). Le témoin
négatif était un disque imprégné avec le méthanol. Ensuite, les disques sont appliqués avec
une légere pression a I’aide d'une pince stérile afin d'assurer le contact avec la surface de la
gélose. Les boites sont placées dans le réfrigérateur pendant 2 h afin de laisser 1’extrait
diffuser puis incubées a 1'étuve a 37°C en position inversée durant 24 h (Parsaeimehr et al.,

2010).

L’absence de croissance bactérienne se traduit par un halo translucide autour du disque
dont le diametre est mesuré (sans pris en considération le disque interne) et exprimé en
centimetre. Les écart-types ont été calculés a partir de deux séries d'expériences. Selon
Rodriguez Vaquero et al. (2007), ’activité antimicrobienne des extraits ou des composés

purs est classée selon le diametre de la zone d’inhibition (@) comme suit :

- @ < 1mm : absence de I’activité antibactérienne ;
- @ = 1mm : activité antibactérienne trés faible ;

- 2<@<3mm : activité antimicrobienne faible ;

- 4 <@ <5mm : activité antibactérienne modérée ;
- 6 <0 <9mm : activité antibactérienne forte ;

- @ >9mm : activité antibactérienne trés forte.
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I1.8.2.2. Activité antifongique
e Test d’inhibition de la croissance

La Méthode de contact direct sur milieu gélosé a été utilisée. Cette technique décrite par
Grover et al. (1962) et Khallili (2001) consiste 2 mélanger 1 ml d’une solution alcoolique a
base d’extrait alcaloidiques et polyphénoliques, a une concentration de 500mg /ml, avec 9ml
du milieu PDA en surfusion, dans un tube a essai stérile. Aprés agitation, le contenu a été

versé dans une boite de pétri.

Une boite contenant le milieu PDA et Iml d’éthanol concentré a été utilis€ comme
témoin négatif. Un disque de champignon a été implanté au centre de chaque boite (traitée et

témoin), ces dernieres sont ensuite incubées a 28C° pendant 7 jours.

Le suivie de la croissance fongique a été effectué tous les deux jours jusqu’a la fin de la
durée approprié¢e d’incubation ou I’on procede a la mesure des diamétres de mycélium pour

déterminer le pourcentage d’inhibition ou taux d’inhibition, calculé comme suit :

% d’inhibition du mycélium = ((MIc- MIt/ MlIc) x100

Avec : Mlc= diametre de mycélium dans la boite témoin (control)
MIt= diametre de mycélium dans les boites contenant les principes actifs
(Champignons traités) (Alcamo, 1984 ; Rotimi et al., 1988).

Pour Candida albicans, 1’activité antifongique a été révélée uniquement par le test de
diffusion des disques sur milieu gélos€, exactement comme pour les bactéries mais en faisant
un ensemencement sur gélose Sabouraud. Les boites sont incubées a 30 C° pendant 48h

(Senhaji, 2005).
I1.9. Analyse des donnés

Les analyses de la variance sont réalisées par Excel. Les résultats des tests effectués in
vitro sont exprimés en moyenne = SD (n=2 a 3). La différence entre le contrdle et les
différents tests, est déterminée par le test t pour la détermination des taux de signification. Les

valeurs de p <0.05 sont considérées significatives.
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Résultats et discussion

I. Tests phytochimiques préliminaire

Les résultats des tests phytochimiques préliminaires sont présentés dans le tableau IV.

Tableau IV : Mise en évidence de certaines familles de métabolites secondaires dans ['E.

alata et D. gnidium.

Métabolites

Daphne gnidium

Alcaloides

a :Dragendorff,
b :Wagner ¢ :Mayer

Polyphénols
Chlorure
ferrique a 2%

iy

vert foncé

Tanins
Chlorure
ferrique a 1%

Brun verdatre (tannins
catéchique)

Résultats

d : Mayer, e: agner
f :Dragendorff

a: precipité orange ++
b: precipité brun +++
c: precipité blanc ++
d: precipité blanc ++
e: precipité brun ++
f: precipité orange +

Flavonoides
HCL
concentré
(2N)+
magnésium
métallique

Stéroides
Anhydre
acétique+
acide
sulfurique

marron claire

Saponines
Eau distillé

-~ ¥7

a: Mousse : 0,5 cm

+++
bleu noiratre
+++
Bleu noiratre (tannins
gallique)
-3 " .
a:+++
b:+
a:+
b:++

&

b : Mousse : 1 cm

31




Chapitre 11 Résultats et discussion

Glycosides
Acide
sulfurique
concentré

rouge brique rouge brique

Le screening phytochimique a montré la présence de divers métabolites secondaires
dans les deux plantes : alcaloides, polyphénols, tanins (catéchiques dans D. gnidium et
galliques dans E. alata), saponosides, flavonoides et glycosides avec une absence des

stéroides.

La sous espece E. alata de la région de Sétif présente une richesse en métabolites
secondaires, la plupart de ces résultats sont conformes a ceux de Kebili (2012) qui a étudié la

méme espece récoltée de la région d’Ouargla.

Selon Mohammedi (2013), le screening phytochimique réalisé sur les feuilles de D.
gnidium de Tlemcen a révélée la présence des polyphénols, flavonoides et les tannins avec
une absence des alcaloides, tandis que 1’étude mené par Boughrara (2016) sur D. gnidium
récolté d’El Kala a mise en évidence la présence des alcaloides. L'abondance en principes
actifs confere aux deux plantes des propriétés pharmacologiques remarquables (Konkon et

al., 2006). Ce qui pourrait justifier ses multiples indications thérapeutiques.

La différence de la composition chimique des deux plantes étudiées, et des mémes
plantes dans une autre région peut étre expliquée par I’influence des facteurs sur la présence,
I’absence et la répartition des différents principes actifs comme, le climat, la nature du sol,

eau, altitude ...etc (Boughrara, 2016).
I1. Résultats d’extraction des HE

Dans la littérature, peu de donnés sont disponibles sur la présence des huiles
essentielles dans nos plantes, pour cette raison, on a essayé de chercher ces composés

volatiles.

La mise en ceuvre de I’hydrodistillation nous a permet de détecter des traces des huiles

essentiels dans les graines de D. gnidium mais on a assuré leurs absence chez E. alata.
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Les études les plus représentatives sur le genre Daphne sont celles menée par Sissido et al.,
(1967), sur les fleurs de Daphne .odora thunb. prisé au Japon, ces travaux ont permet de

mettre en évidence de nombreux monoterpenes volatils.

Jerbi et al., (2016) ont trouvés un rendement de 0,42% de I’huile essentielle dans la
plante fraiche Ephedra alata de la Tunisie, alors que Bagheri et al. (2009) ont trouvés un

rendement de 0,1% chez le méme genre Ephedra major d’Iran.

Face a ces résultats, nous sommes orientés vers 1’étude des polyphénols et des

alcaloides en vue de leurs propriétés pharmacologiques et biologiques.
III. Rendement des extraits aqueux, alcaloidique et méthanolique

Les extraits récupérés apres évaporation a sec sous pression réduite (pour les extraits
méthanolique et alcaloidique) et apres lyophilisation (pour les extraits aqueux) ont été pesés

pour déterminer le poids sec résultant.
Les rendements et les différents aspects des extraits sont rapportés dans le tableau V.

Tableau V: Aspect, couleur et rendement de différents extraits des deux plantes.

Daphne gnidium Ephedra alata
Extrait sec Aqueux | Méthanolique | Alcaloidique | Aqueux | méthanolique | Alcaloidique
Aspect Pateux | Pate collante | Pateux Poudre | Pate collante | Pateux
Couleur Verte Vert foncé Verte Jaune Brune Vert
Rendement% | 22,195 | 19,296 0,43 7,38 31,659 0,83
Ephedra alata Daphne gnidium
35 25
30 - |
K35 . %
£ 2
$ 20 - 15
g 357 §10 -
2 10 1 -§
5 7 | I -
9/ — 0 u : —
Aduelx Aethanclique Alcaloidique Aqueux Méthanolique Alcaloidique
Extrait Extrait

Figure 9: Histogramme des rendements d’extraction.
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Le rendement de I’extraction varie en fonction de I’espéce végétale, I’organe utilisé
dans I’extraction, les conditions de séchage, le contenu de chaque espéce en métabolites (de
son métabolisme) et de la nature du solvant utilisé dans I’extraction ou fractionnement et de sa
polarit¢ (Mohammedi, 2013). Les rendements des extraits méthanolique et aqueux de D.
gnidium enregistrés sont treés proche, par contre 1’extrait alcaloidique est faible par rapport a
ces deux extraits. Chez E. alata on a obtenue des faibles rendements dans les extraits aqueux

et alcaloidique et moyen dans I’extrait méthanolique.

Le rendement des alcaloides d’Ephedra alata (0,83%) est proche a celui trouvé par
Kebili (2016) (0,96%) pour la méme plante de Ouargla, tandis que le rendement d’extrait
méthanolique est de 16.21% qui est faible par rapport au rendement trouvé dans notre étude
(31,659%). Le rendement d’extrait méthanolique obtenu par Jerbi et al., (2016) dans
I’E.alata alenda de la Tunisie est de (9.18 %) qui s'est montré tres faible par rapport a nos

travaux.

Mohammedi (2013) a obtenue 96,50 mg/g de poudre dans 1’extrait méthanolique de la
plante D. gnidium de Tlemcen qui est faible en comparant avec la quantité obtenue par notre
plante qui égale 192,96mg/g, en revanche, leur travaux représente un fort rendement en
substance naturelle dans I’extrait aqueux (627,53 mg/g) face a une quantité de 221,95 mg/g

donné par notre extrait.

Les différences marquées entre les rendements des extraits aqueux, méthanolique et
alcaloidique peuvent étre attribués a la polarité de solvant d’extraction et la solubilité des

composés dans ces solvants.

IV. Teneur en polyphénols totaux et flavonoides

La teneur en composés phénoliques et en flavonoides de chaque extrait a été calculée a
partir de la droite d’étalonnage d’acide gallique et de quercétine respectivement exprimée en
milligramme d’équivalent d’acide gallique ou de quercétine par milligramme d’extrait (voir

annexe 5). Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau VI.
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Tableau VI: Teneur en phénols totaux et flavonoides des extraits de Daphne gnidium et

Reésultats et discussion

Ephedra alata.
Extrait Teneur en phénols totaux Teneur en flavonoides
(mg EAG/g d’extrait)* (mg EQ/g d’extrait)*
E1l 79,50 £2,65 2,95 +0,04
E2 175,75 £ 0,88 0,531 0,02
P1 48,875 +21,21 4,138 0,02
P2 105,125 £5,30 1,03 £0,12

* Les valeurs représentent la moyenne de deux analyses = ET.

g 4,5
2 20
5180 S 4
d:
g = 35
£ 4 £ 3
5, S -
55 100 =525
':E 80 & E 2
25 60 T B 15
2 ==
5 40 E 1
=20
g E 0,5 i
E o I I I £ 0 T T T
= £l B Pl P2 =
Fxtrait El E2 P1 P2
a
a b Extrait

Figure 10: Histogramme des teneurs en polyphénols (a) et en flavonoides (b) dans les

extraits.

E1 : extrait aqueux de D. gnidium, E2 : extrait aqueux d’E.alata, PI1 : extrait méthanolique de D.

gnidium , P2 : extrait méthanolique d’E.alata.

L’analyse statistique réalisée par le test de student a montré que les teneurs en
polyphénols de D. gnidium ne sont pas significatif (P>0,05) alors que les teneurs chez E.alata
sont significatif (P<0,05), les teneurs en flavonoides dans les deux plantes sont considérés

significatives (P <0,05 ).

Les résultats obtenus a partir de I’histogramme (Figure 10) montrent que la teneur en
polyphénols dans I’extrait aqueux de la plante D. gnidium (79,5 mg EAG/g d’extrait) est

supérieure par rapport a 1’extrait méthanolique (48,875 mg EAG/g d’extrait), contrairement
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aux flavonoides qui sont en faible quantité dans I’extrait aqueux (2,95 mg EQ/g d’extrait) que

dans I’extrait méthanolique (4,138 mg EQ/g d’extrait).

E. alata a présenté une teneur en polyphénols dans I’extrait méthanolique (105,125 mg
EAG/g d’extrait) inférieur a celle d’extrait aqueux (175,75 mg EAG/g d’extrait) par contre la
teneur en flavonoides est supérieur dans I’extrait méthanolique (1,03 mg EQ/g d’extrait) que

dans I’extrait aqueux (0,531 mg EQ/g d’extrait).

La plante E. alata présente une teneur inférieur en polyphénols dans I’extrait
méthanolique (105,125 mg EAG/g d’extrait) comparé au résultat de Kebili (2016) qui a
obtenue 291,45 mg EAG/g dans la méme plante de la région d’Ouargla. Par ailleurs, la teneur
en flavonoides dans I’extrait méthanolique d’Ephedra de la région d’Ouargla (11,29mg ER/g)
et dans D’extrait aqueux de la plante Ephedra de Palestine (4.2 mg C/g poids sec) est
supérieure a la teneur trouvé dans notre plante (1,03 mg EQ/g d’extrait méthanolique

d’E.alata; 0,531 mg EQ/g d’extrait aqueux d’E. alata) (Al-Rimawi et al., 2017).

Pour D. gnidium la quantité des composés phénoliques dans I’extrait aqueux
(79,5mgEAG/g d’extrait) et I’extrait méthanolique (48,875 mg EAG/g d’extrait) est trés
élevé par rapport a celle trouvé par Mohammedi (2013) qui a obtenue 2,53mg EAG/g
d’extrait méthanolique et 18,79 mg EAG/g d’extrait aqueux. Pour les flavonoides les teneurs
de celui de Mohammedi sont tres faible dans 1’extrait méthanolique et aqueux qui sont de
10,59 ; 0,02 pug ER/g respectivement par rapport a notre (4,138 ; 2,95 mg EQ/g d’extrait

respectivement).
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V. Résultats de CCM

Deux systemes solvant ont été testés afin de choisir la meilleure phase mobile

permettant une bonne séparation des composés phénoliques, et un systeme pour les alcaloides.

Figure 11: Profils chromatographiques des extraits méthanolique de D. gnidium (Dg), E.
alata (Ea) et le standard acide gallique (Ag) développé dans le systéme solvant 2. (BI, DI :

Chromatogramme photographié sous lampe UV 365nm, B2, D2: Chromatogramme photographié sous lampe

UV 254 nm B3 : Chromatogramme photographié a I’ ceil nu révélée par I’ammoniaque).

al

Figure 12 : Profil chromatographique de D’extrait alcaloidique des deux plantes. (CI:

Chromatogramme de D. gnidium photographié sous lampe UV a 365nm, C2 : Chromatogramme de D. gnidium
photographié a ['ceil nu, C3 : Chromatogramme d’E. alata photographié aprés révélation avec Dragendorff,
E1 : Chromatogramme de E. alata photographié sous lampe UV a 365nm, E2 : Chromatogramme d’E. alata

photographié sous lampe UV a 254nm).
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Tableau VII : Caractéristiques des taches révélées sous UV pour les polyphénols et les

alcaloides de D. gnidium.

Daphne gnidium

Extrait et | N° de la | Couleur de taches a | Couleur de taches a | Rapport
standard tache 365nm 245nm frontal Rf
Acide gallique | 1 Bleue fine Absente 0,36
Polyphénols 1 Bleue fluorescent large | Vert foncé, fine 0
totaux 2 Bleue fluorescent fine Vert foncé, fine 0,10

3 Bleue fluorescent fine Vert foncé, fine 0,16

4 Bleue foncé, large Vert foncé, large 0,26

5 Bleue fluorescent, large | Bleue large 0,36

6 Noire fine Vert foncé, large 0,45

7 Marron fine Vert foncé fine 0,52

8 Bleue vert, fine Absente 0,58

9 Bleue vert, fine Absente 0,68

10 Vert fine Absente 0,82

11 Jaune claire, fine Vert foncé fine 0,89

12 Rouge fine Absente 0,95
Extrait N de Couleur de la tache a | Couleur de la tache a | Rapport

la tache | 365nm I’eeil nu frontale Rf
Alcaloides 1 Rouge Vert 0

Totaux 2 Vert Absente 0,10

3 Absente Orange claire 0,20

4 Absente Orange claire 0,66

5 Rouge Marron 0,95
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Tableau VIII : Caractéristiques des taches révélées sous UV pour les polyphénols et

alcaloides d’Ephedra alata.

Ephedra alata

Extrait et standard | N° de la | Couleur de taches a | Couleur de | Rapport

tache 365nm taches a 245nm | frontal Rf
Acide gallique 1 Bleue fine absente 0,36
Polyphénols totaux | 1 Bleue fluorescent large Vert large 0,14

2 Bleue fluorescent large absent 0,36

3 Marron fine absent 0,42

4 marron claire, fine absent 0,5

5 Rouge large absent 0,58

6 Rouge large absent 0,85
Alcaloides 1 Rose large Vert large 0
Totaux 2 Bleue claire large Vert large 0,26

3 Vert fine absente 0,44

4 Bleue claire large absente 0,56

5 Rose claire large absente 0,78

6 Rose large Vert large 0,93

Les résultats du chromatogramme (figure 11, 12) montrent que :

-Le systéme solvant 1 contenant le chloroforme/ méthanol (9 :1 v/v) n’a pas permet une bonne
séparation pour les polyphénols tandis que le systeme 2 constitu¢ de I’acétate d’éthyle /

méthanol/eau distillé (100 :13.5 :10 v/v/v) donne une bonne séparation (voir annexe 4).

-Le systéme solvant utilisé pour la séparation des alcaloides qui est constitué de toluene/

acétone/ éthanol/ ammoniaque (40 :4 :8 :3 v/v/v/v) a donner une bonne séparation.

Le systeme solvant 2 utilisé pour la séparation des composés bioactifs a permet la
séparation de 6 taches dans E.alata et 12 taches dans D.gnidium. Les extraits des deux plantes
contiennent une tache de fluorescence bleue qui a migré a la méme valeur que le Ry de 1’acide

gallique, donc ils contiendraient probablement ce composé phénolique.
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Ce résultat est conforme avec celui de Didi (2009) qui a trouvé que 1'analyse qualitative

des composés phénoliques de la plante D. gnidium de Tlemcen par chromatographie sur

couche mince a révélé la présence de 1'acide gallique.

Le systeme utilisé pour la séparation des alcaloides a permet la séparation de 6

molécules dans E.alata et 5 molécules dans D.gnidium.

VI. Résultats d’activité antioxydante

L’activité antioxydante a été vérifié en suivant le taux de la réduction du radical libre

DPPHe par les extraits de D. gnidium (E1 : extrait aqueux, P1 : extrait méthanolique et Q1 :

I’extrait alcaloidique), d’E. alata (E2 : extrait aqueux, P2 : extrait méthanolique et Q2 : extrait

alcaloidique) et de I’acide ascorbique sont présentés dans le tableau IX.

Tableau IX: Pourcentage d’activité antiradicalaire des extraits des plantes étudiées et I’acide

ascorbique.
Extrait et Acide El (pour | E2 (pour P1 (pour | P2 (pour | QI (pour Q2 (pour
standard | ascorbique | 50mg/ml) | 500mg/ml) | 500mg/ml) | 50mg/ml) | 21,5mg/ml) | 41,5mg/ml)
(2mg/ml)
% 99,29 + 92,44 + 61,68 £ 49,73 = 89,45 + 73,11 £ 11,95
d’activité | 0,005 0,019 0,024 0,041 0,019 0,077 0,159
120

= 100
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Figure 13 : Histogramme représente le taux de I’activité antioxydante des extraits.

Il ressort de la figure 13 que tous les extraits présentent la capacité a piéger le radical

libre DPPH’.
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Le pourcentage d’activité antiradicalaire de 1’extrait méthanolique 89,45% (50 mg/ml)
d’E.alata est élevé par rapport a I’extrait aqueux 61,68% (500mg/ml) malgré la concentration
qui a été 10 fois inférieur a celle d’extrait aqueux, on note que le pourcentage d’activité des

alcaloides 11,95% (41,5 mg/ml) semble tres faible par rapport a I’extrait méthanolique.

Le pourcentage d’activité de I’extrait méthanolique 49,73% (500mg/ml) de D. gnidium
est tres faible par rapport a 1’extrait aqueux 92,44% (50mg/ml) méme avec une concentration
10 fois supérieur a celle d’extrait aqueux. Le pourcentage d’activité des alcaloides 73,11%

(21,5mg/ml) est tres fort par rapport a 1’extrait méthanolique.

L’activité antioxydante de 1’acide ascorbique mesuré in vitro et pris comme antioxydant
de référence a montré une capacité trés puissante sur le radical libre DPPH’, Ce standard

demeure le piégeur le plus efficace, dirigé contre les radicaux libres dans les systemes

biologiques (Mohammedi, 2013).

En effet, le pouvoir antioxydant de 1’extrait méthanolique et aqueux d’E.alata a été
démontré d’apres les travaux réalisés par Wilt et al., (2011) sur la méme espéce d’Ephedra,
donc cette plante médicinale peut servir de source puissante d’antioxydant (Palici, 2016).
Ainsi la plante D. gnidium a montré de bonnes activités antioxydant et bonne capacité de

piégeage des radicaux libres pour les différents systemes antioxydants in vitro (Didi, 2009).

VII. Résultats de P’activité antimicrobienne

VII.1. Résultats d’activité antibactérienne

Les résultats de l'activité antibactérienne testée par la méthode de diffusion sur disques

en milieu gélosé a permis d'obtenir les résultats notés dans le tableau X.

Tableau X: Effet des extraits sur les souches bactériennes.

Diameétre de zone d’inhibition (cm)
Souches testés El E2 P1 P2 Q2 M¢éthanol
Staphelococcus 0 0,2+0 0,8+0,14 | 0,25 +0,21 0+£0 0
aureus
Pseudomonas 0 1,3+0,77 | 0,65 0,35 1,05 £0,77 1+£0,56 0
aeroginosa
Escherichia coli 0 0,25 0,21 0,10 0,25+0,21 | 1,55+0,21 0
Bacillus 0 0,6 £0,28 1£0,14 0,75+0,07 | 1,15%0,35 0
thuringiensis

El, P1: extrait aqueux et méthanolique de D. gnidium respectivement. E2, P2, Q2 : extrait aqueux,
méthanolique et alcaloidique d’E. alata respectivement.
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Le degré de sensibilit¢é des souches bactériennes vis-a-vis les extraits aqueux,
méthanolique des deux plantes et alcaloidique d’E.alata est variable, on note des zones

d’inhibition plus au moins différentes comme le montre I’histogramme (figure 14, 15).

Ephedra alata

M Extrait aqueux
id Extrait méthanolique

B Extrait alcaloidique

Diameétre de zone d'ihibition
(cm)

Bactérie

Figure 14 : Histogramme d’effet de la plante E. alata sur les souches bactérienne. Ec :

Escherichia coli, Pa : Pseudomonas aeroginosa, Sa : Staphelococcus, Bt : Bacillus

thuringiensis.
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Figure 15 : Histogramme d’effet de la plante D. gnidium sur les souches bactérienne. Ec :
Escherichia coli, Pa : Pseudomonas aeroginosa, Sa : Staphelococcus, Bt : Bacillus

thuringiensis.
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L’extrait aqueux de D. gnidium ne montre aucune activité inhibitrice contre toutes les
souches testées, tandis que ’extrait aqueux d’E.alata exerce une activité faible sur S. aureus
et E. coli, forte sur B. thuringiensis et trés forte sur P. aeroginosa. L’extrait alcaloidique
d’E.alata a une treés forte activité contre E. coli, B. thuringiensis et P. aeroginosa et n’a aucun

effet sur S. aureus.

L’extrait méthanolique d’E.alata a une faible activité sur S. aureus et E. coli, une forte
activité sur B. thuringiensis et trés forte contre P. aeroginosa, tandis que 1’extrait
méthanolique de D.gnidium a une tres faible activité sur E. coli, forte activité sur S. aureus P.

aeroginosa et trés forte sur B. thuringiensis.

Selon Kessal et Bouafia (2003), 1'extrait méthanolique de la plante entiere de ['E.alata
de la région de Ouargla, a montré des zones d'inhibition de 9,63 mm; 7,31mm et de 15,32mm

contre E.coli, P. aeruginosa et S. aureus respectivement

Selon Kebili (2013), ’extrait alcaloidique de la plante E. alata de la région Ouargla, a
montré des zones d'inhibition de 1,9cm; 0,87; 0,73 contre S. aureus, P. aeroginosa et E. coli
respectivement. Ainsi I’extrait méthanolique a montré des zones d’inhibition sur ces mémes

souches respectivement 1,35; 0,97; 0,88.

L'extrait méthanolique des tiges du D.gnidium de Sardinia (Italie) a présenté une
activité antibactérienne contre Bacillus lentus et Escherichia coli mais il été inactif sur les

champignons (Cottiglia et al., 2001).

Escherichia coli Stapheloccocus aureus
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Bacillus thuringiensis

Pseudomonas aeroginosa

Figure 16: Aspect des cultures bactériennes et des zones d’inhibition en présence des extraits.

P1 : Extrait méthanolique de D. gnidium
P2 : Extrait méthanolique d’E.alata
Al : Extrait alcaloidique d’E.alata

E1 : Extrait aqueux de D. gnidium

E2 : Extrait aqueux d’E.alata
T : Méthanol

VII .2. Résultats d’activité antifongique

Les résultats de 1’activité antifongique testée par la méthode de contact direct sur milieu

gélosé sont représentés dans le tableau XI.

Tableau XI: Effet des extraits sur les souches fongiques.

Souche | A.parasiticus A.flavus A. aliaceus
fongique |"nyiometre | Taux Diameétre | Taux Diametre Taux
de colonie | d’inhibition | de colonie | d’inhibition | de colonie | d’inhibition
Extrait\ | €™ [ (%) m) | %) (cm) (%)
et témoin
El ND ND ND ND 3,8 49,3
E2 ND ND ND ND 4,8 36
P1 2,5 70,58 ND ND 3,3 56
P2 ND ND ND ND 4,2 44
Q2 ND ND ND ND 6,7 24
Ethanol 8,5 0 ND ND 7.5 0
Tous les extraits des deux plantes testés exercent une activité inhibitrice sur
A. aliaceus, les importants taux d’inhibition enregistrées sont celle de 1’extrait méthanolique

et aqueux de Daphne gnidium et méthanolique d’ Ephedra alata (tableau XII).
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On observe chez A. flavus et A. parasiticus, que la croissance mycélienne est plus
important dans les boites traitées que dans la boite témoin, ce qui prouve que ces extraits ne
présentent aucune activité antifongique, mais plutot certaines favorisent la prolifération et
I’envahissement de mycélium. La seule activité observée est celle de 1’extrait méthanolique de

Daphne sur A. parasiticus.

Selon Bagheri et al. (2009) I’extrait méthanolique (1-1000 pg/ml) de la partie aérienne

d’Ephedra majeur inhibe la croissance d’A. parasiticus (3,5-18,5%).

Notre résultat n’été pas conforme avec celui de Mohammedi Z.(2013) qui a trouvé que
I’extrait de la plante aromatique D. gnidium a inhibé complétement (100%) la croissance d’A.

flavus.

C. albicans présente une résistance contre tous les extraits (figure 17). Ce résultat
ressemble a celui de Ghanem et El-Magly (2008) qui ont montrés que les extraits aqueux et
méthanolique d’E.alata Egyptiennes n’on pas d’activité sur cette levure, la méme résistance
a été signalé face aux extraits aqueux et méthanolique de D. gnidium Marocaine (Hajji,

2015).
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Tableau XII: Résultat de I’activité antifongique des extraits aqueux, méthanolique des deux
plantes et alcaloidique d’E.alata.

extrait A. Aliaceus A. Flavus A. parasiticus

El

E2

P1

P2

Q2

Ethanol
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Figure 17 : Aspect de la culture Candida albicans en présence des extraits.

P1 : Extrait méthanolique de D. gnidium. E1 : Extrait aqueux de D. gnidium.
P2 : Extrait méthanolique d’E.alata. E2 : Extrait aqueux d’E.alata.
Al : Extrait alcaloidique d’E.alata. T : Méthanol.
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Conclusion

Au cours de ce travail, nous avons opté pour ’extraction des polyphénols totaux, des
alcaloides et des extraits aqueux de deux plantes locale Ephedra alata alenda et Daphne

gnidium, puis on a testé leur effet antimicrobien et antioxydant in vitro.

L’extraction des huiles essentielles par I’hydrodistillation a partir des graines de D.
gnidium a révélée des traces des huiles alors que les feuilles et la plante E.alata ne contient

pas.

La caractérisation des métabolites secondaires dans les deux plantes a révélé la
présence des alcaloides, polyphénols, flavonoides, tannins, saponines et des glycosides avec

absence des stéroides.

La détermination des rendements en polyphénols, en alcaloides et 1’extrait aqueux de
ces deux plantes a montré qu’elles possedent 19,29; 0,43 et 22,19% respectivement pour
Daphne gnidium et 31,65; 0,83 et 7,38% respectivement pour Ephedra alata, avec un
rendement des polyphénols plus élevé par rapport aux alcaloides dans les deux plantes. Apres
le dosage des composés phénolique par la méthode de Folin-Ciocalteu, la teneur en ceux la a
été estimée a 79,5 ; 48,875 mg EAG/g d’extrait sec dans D. gnidium et 175,75 ; 105,125 mg
EAG/g d’extrait de la plante E. alata dans I’extrait aqueux et méthanolique respectivement.
Les teneurs en flavonoides sont ainsi déterminées grice a la méthode de trichlorure
d’aluminium et sont : 2,95 ; 4,138 mg EQ/g d’extrait sec; et 0,531 ; 1,03 mg EQ/g d’extrait

dans I’extrait aqueux et méthanolique de D. gnidium et d’E.alata respectivement.

La caractérisation des deux extraits des deux plantes par analyse chromatographique sur
couches mince (CCM) a permis la séparation de 6 taches d’alcaloides chez E. alata et 5 chez
D. gnidium, ainsi que la mise en évidence de la présence d’acide gallique dans I’extrait

méthanolique dans les deux plantes.

L’activité antioxydante des extraits aqueux, méthanolique et alcaloidique des deux
plantes est évaluée par 1’étude de leurs pouvoir a piégé le radical libre DPPHe, les résultats
montre que I’extrait alcaloidique de Daphne a concentration 21,5mg/ml possede un pouvoir

antioxydant le plus élevé (71%).

Les résultats de nos travaux ont montré une bonne activité antibactérienne, les souches
les plus sensible sont B. thuringiensis, P. aerogenosa vis-a-vis tous les extraits et 1’effet le
plus puissant enregistré est celui de I’extrait alcaloidique de E. alata sur E. coli. L’extrait

aqueux de D. gnidium ne présente aucun effet sur toutes les souches testées.
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Conclusion

Les résultats de ’activité antifongique ont montré que tous les extraits ont un effet
inhibiteur contre A. aliaceus dont 1’extrait méthanolique le plus puissant inhibe la croissance
de mycélium a 56%, alors que I’action de ces extraits sur les deux souches fongiques A. flavus
et A. parasiticus n’a pas été déterminé sauf pour 1’extrait méthanolique de D. gnidium (qui
inhibe a 70,58% la croissance de mycélium). Une résistance compléte de levure C. albicans a

été observé vis-a-vis tous les extraits.
Parmi les perspectives immédiates de cette étude est de :

e Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pouvant répondre aux
différents problemes de la santé et d’étre un alternatif de médicament synthétique ;

e Utiliser des techniques plus performantes afin d’identifier les métabolites secondaires
bioactives de nos plantes ainsi approfondir 1’étude de I’activité biologique;

e [’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premicre 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 antioxydante et

antimicrobienne des extraits de ces deux plantes.
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Annexe 1

A. Structure et classification des alcaloides (Bruneton, 1999)

Type d’alcaloide

structure

Les alcaloides vrais

Ils dérivent d’acides aminés, et

présentent au moins un hétérocycle.

(Exemple : la strychnine dérivée du

tryptophane). L-tryptophan
(~)-strychnine
(Strychnos nux vomica)
Protoalcaloides
Sont des amines simples dont

I’azote n’est pas inclus dans un systéme
hétérocyclique, sont élaborée in vivo a
d’acides  aminés

partir (exemple :

I’éphédrine).

COOH
/ L-Phenylalanine

OH
=
NHCH-

(—)-ephedrine
sympathomimetic amine
(Ephedra sp.)

Pseudo-alcaloides

Ne sont pas des dérivés d’acides
aminés ; il s’agit dans la plupart des cas
connus d’isoprénoides et 1’on parle
d’alcaloides terpénique (paravallarine) on
connait également des substances azotées
hétérocycliques issues du métabolisme de

I’acétate (coniine).

Coniine

{-}-Paravallarine




B. Structure et classification des polyphénols (Achat, 2013)

Classe Définition
L. Polyphénols
simples
. Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction
L1. Acides P gamques p ! .
P carboxylique et un hydroxyle phénolique. Ils sont représentés par deux sous-
phénoliques yiq y yep d p p
classes : les dérivés de 1’acide hydroxybenzoique(Ce-C;) et de 1’acide
hydroxycinnamique (Cg-C3).
R A
=R R0< 3 = H: 30 b e e
R 00N RE=RE=RA=H 0= (K ol phydmaterdogs
R MR ReR: 0 o prozivion
R 8 R0+ Q0 RO O ot vrlige
o RizH =000 (H. e e 0
Figure 1 : Structures chimiques des acides hydroxybenzoiques (A)
et des acides hydroxycinnamiques (B)
I.2.Flavonoides Les flavonoides sont des composés possédant un squelette de base a

quinze atomes de carbone, constitués de deux noyaux aromatiques et d'un
hétérocycle central type pyrane( Ce-C3-Ce) (Figure 2). Ce sont les composés

les plus abondants parmi tous les composés  phénoliques.

Figure 2: Squelette de base des flavonoides.

Il existe plusieurs classes de flavonoides, dont les principales sont les
flavones, les flavonols, les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones et les

anthocyanidines.




1.3. Alcools

phénoliques

Un alcool phénolique est un composé organique possédant au moins un
alcool aliphatique et wun hydroxyle phénolique. Le tyrosol (4-
hydroxyphenylethanol) et hydroxytyrosol (3,4 dihydroxyphenylethanol) sont

les principales molécules de cette classe.

OH OH

OH

OH OH
(a) (b)

Figure 3 : Structures de I’hydroxytyrosol (a) et du tyrosol (b).

1.4. Les stilbenes

Ce sont des composés ayant comme structure de base le 1,2-
diphenylethyleéne(Cs-C,-Cs) dont quelques représentants sont: le pinosylvine

et I’hydrangénol.

O

S
e

Figure 4 : structure chimique de résvératrol exemple d’un stylbene
(Kebbab, 2014)

I1.Polyphénols

complexes

I- Tanins

Sont localisés dans les vacuoles, caractérisés par leurs propriétés de
combinaison aux protéines, d’ou leur capacité a tanner le cuir. Sur le plan
structural, les tanins sont divisés en deux groupes, tanins hydrolysables et

tanins condensés.

1.1. tanins

hydrolysables

ce sont des esters du D-glucose et de 1’acide gallique ou de ses dérivés.
Ces substances sont facilement hydrolysables par voie chimique ou

enzymatique (tannase).




- Tannins les tannins condensés ou les proanthocyanidines sont des polymeéres
condensés constitués d’unités flavane reliées par des liaisons entre les carbones Cy4 et Cg
ou Cy4 et C.
Ll
I
b L CHH
D4
(=]
i g
T
I &=
{a)
Figure 5: Structure chimique d’un tanin condensé (proanthocyanidine).
IL2. Les Les monolignols (dérivés de 1’acide cinnamique) servent de précurseurs

lignanes et les

lignines

pour les composés de type phénylpropanoide tels que les lignanes et les
lignines.

Les lignanes ont une structure de type (C¢Cs),, ils sont constituées de
deux unité propylbenzene (CeC3).

Les lignines constituent une classe importante de produits naturels dans

le regne végétal et se forment par polymérisation oxydative de trois

monolignols qui sont les alcools p-coumarique, coniferique et sinapique

(Sakagami et al., 2005).

@ CHy

Figure 6 : structure chimique de lignine et lignane (a)
(Kebbab, 2014).




Annexe 2

Les souches microbiennes utilisées

Tableau 1: Caractéristiques des différents micro-organismes utilisées.

Souche testé Gram

Staphylococcus aureus GRAM
Cocci immobile, pigmenté a jaune, non sporulé, grouper | positif
en amas (grappes de raisin).Cette bactérie est
responsable d’infections des plaies, de la peau et du
sang. Elle peut entrainer aussi des abces, des ostéites,
des endocardites, des gastro-entérites et des infections

pulmonaires (Perry et al., 2004; Lowy, 1998).

Pseudomonas aeruginosa GRAM
Bacille mobile a ciliature polaire monotriche, | négatif
caractérisé par la pigmentation bleu, vert, sporule,
opportuniste, fréquemment incriminée dans les
infections nosocomiales grace a sa capacité de persister
dans les milieux hospitaliers, P. aeruginosa est
impliquée dans les infections des plaies et de I’appareil
respiratoire, infections des voies urinaires et les

septicémies (Perry et al., 2004).

Escherichia coli GRAM
Bacille, mobile (a ciliature péritriche) appartient a la | négatif
famille des  Enterobacteriaceae,  aéro-anaérobie
facultatif, largement impliqué dans les infections des
voies urinaires, dans la péritonite, septicémies,

cholangite et d'autres gastro-entérites (Paterson, 2006).

Bacillus thuringiensis (Schnepf et al., 1998) Gram

Bactérie en forme batonnet, aérobie, sporulée, qui | positive
forme un cristal protéique parasporal au cours de la
phase stationnaire de son cycle de croissance. Cette

bactérie est un agent entomopathogene dont 1’activité

insecticide a été attribuée aux cristaux parasporaux.




Aspergillus flavus

moisissure de couleur vert jaune a vert olive. C'est I'un
des principaux responsable des aspergilloses
bronchiques allergiques. Il élabore divers métabolites
toxiques, mais surtout des aflatoxines, notamment
l'aflatoxine B1 qui est I'un des plus puissants hépato-
carcinogenes connus a 1'heure actuelle (Mohammedi,

2013).

Aspergilus parasiticus

C’est un moisisseur de couleur vert foncé, sphérique de
longueur 34,1 pm, A. parasiticus caractérisé par a
production d’aflatoxines notamment AFB; et AFG; qui
sont tres toxiques et carcinogenes (Palidain et al.,

2008 ; Chang, 2008 ; Dovicicova et al., 2012).

Aspergillus aliaceus

Les souches A. alliaceus produisent des mycéliums
plats et pales qui s'obscurcissent au fur et 2 mesure que
la culture vieillit. Les souches clériales produisent
généralement un grand nombre de sclérotes exposés et

uniformément sur la surface mycéliale (Anonyme 8).

Candida albicans

levure la plus importante et la plus connue. Au
laboratoire médical, la culture en boite de pétri donne
des colonies qui sont grandes, rondes, de couleur
blanche ou créme (Chakou et Bassou, 2005).Cette
levure peut provoquer des infections du vagin, de la

bouche ou des poumons.




Annexe 3

Milieu de culture

Composition

PDA

250 g pomme de terre, 20 g glucose, 20 g agar, 1000 ml Eau distillée.
Le pH final est ajusté a 5,6

Gélose nutritif

Extrait de viande de beeuf 1 g, extrait de levure 2 g, chlorure de sodium

5 g, agar 15 g, eau distillée 1000 ml, pH=7,2.

Mueller Hinton

Infusion de viande de beeuf 300 ml, hydrolysat de Caséine 17,5 g,
amidon 1,5 g, agar 10g, eau distillée 1000 ml, pH= 7,4.

Sabouraud

Peptone pepsique de viande 10 g, glucose 35 g, agar 10 g, eau distillée
1000 ml, pH= 5,7

N.B. : les milieux sont stérilisés par autoclavage durant 20 min a 121°C

Préparation de I’infusé

5g de poudre du matériel végétal sont infusés dans 100 ml d’eau bouillante pendant

10min. L’extrait obtenu apres filtration sert a réaliser I’analyse qualitative (khirddine, 2013).

Préparation de I’extrait méthanolique

5 g de la poudre de chacune des deux plantes a été mise a macérer dans 50 ml de

solution méthanolique a 20% sous agitation magnétique pendant 1h, I’opération a été répétée

avec le marc. L’extrait ainsi récupérer pour la caractérisation phytochimique (Falleh et al.,

2008).



Annexe 4

Matériels utilisées

Tableau: Matériels utilisées.

Appareils
Rotavapeur Agitateur magnétique
Lyophilisateur Balance de précision
Autoclave PH meétre

Spectrophotometre | lampe UV 365nm, 254nm

Hydrodistillateur Plaque chauffante

Broyeur électrique | Incubateur 30 et 37c°

Bain marie vortex

Résultat de CCM par 1*" systéme solvant

Figure 1: Révélation sous UV des CCM des extraits polyphénolique de Daphne gnidium,
Ephedra alata et le standard acide gallique.

Les Chromatogramme sont développés avec le systéme solvant 1. Al : Chromatogramme
photographié sous lampe UV 254nm, A2 : Chromatogramme photographié sous lampe UV
365nm.



Annexe 5

DO

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

y=10,0008x + 0,0309
R*=10,9609

30 100 130 200
Concentration pg/ml

230

Figure 2: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

0,9
0,8

0,1 *

yv=1,2947x - 0,0111
R*=0,9994

0,2 0,4 0,6
Concentration de quercéetine mg/ml

0,8

Figure 3: Courbe d’étalonnage de quercétine.




Résumé

Notre travail a eu pour objectifs d’évaluer 1’activité antimicrobienne et antioxydante des
polyphénols et des alcaloides de deux plantes : Ephedra alata alenda et Daphne gnidium L.,
nous avons procédé a une caractérisation des deux substances bioactives par la CCM. Le
dosage des phénols totaux et des flavonoides des extraits aqueux et méthanolique des deux
plantes est réalisé en utilisant les réactif de Folin-Ciocalteu et AICl;. Les teneurs les plus
importants en polyphénols et en flavonoides enregistrés sont celle de I’extrait aqueux
d’E.alata (175,75 mg EAG/g) et I’extrait méthanolique de D. gnidium (4,138 mg EQ/g)
respectivement. L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant la méthode de réduction du
radical libre DPPH" et cette activité a été observée dans tous les extraits étudiés. L’activité
antimicrobienne a été déterminée sur quatre souches bactériennes, les extraits testés ont un
effet sur ces souches sauf 1’extrait aqueux de D. gnidium, avec une forte activité enregistré des
alcaloides d’E.alata contre E. coli. La souche fongique A. aliaceus est sensible par contre au

C. albicans s’est avérée résistante.

Mots clé: Ephedra alata alenda, Daphne gnidium L., activité antioxydant, activité

antimicrobienne, métabolites secondaire.

Abstract

The aim of our work was to evaluate the antimicrobial and antioxidant activity of
polyphenols and alkaloids of two plants: Ephedra alata alenda and Daphne gnidium L, we
carried out a characterization of the two bioactive substances by the TLC. The determination
of the total phenols and flavonoids of the aqueous and methanolic extracts of the two plants is
carried out using the Folin-Ciocalteu and AICl; reagents. The highest levels of polyphenols
and flavonoids recorded were the aqueous extract of E.alata (175.75 mg EAG / g) and the
methanolic extract of D. gnidium (4.138 mg EQ / g), respectively. The antioxidant activity
was evaluated using the free radical reduction method DPPH". And this activity was observed
in all the extracts studied. The antimicrobial activity was determined on four bacterial strains;
the tested extracts have an effect on these strains except the aqueous extract of D. gnidium,
with a high recorded activity of the alkaloids of E.alata against E. coli. The fungal strain A.

aliaceus strain is sensitive as C. albicans which was resistant.

Key words: Ephedra alata alenda, Daphne gnidium L., antioxidant activity, antimicrobial
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