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Introduction

Depuis des milliaires d'années, I'hnumanité a utilise diverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter et soigner les maladies. Ces plantes représentent un réservoir
immense de composés potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont l'avantage d'étre
d'une grande diversité de structure chimique et d'un trés large éventail d'activités biologiques.
Ainsi, I'évaluation de ces activités demeure une tache tres intéressante qui peut faire I'intérét de
nombreuses études. L’Homme S’est soigné avec les plantes qu'il avait & sa disposition contre
les maladies. Certainement, c'est I'expérience ou les gens apprécient les vertus apaisantes et
analgésiques des plantes (Hans, 2007).

Comparativement aux pays du Maghreb, la flore algérienne est représentée par 3000 espéces et
1000 genres (Hanifi, 1991). Celle de la Tuinisie compte 2103 espéces et 742 genres (Nabli,
1991). Alors que la flore totale marocaine est représentée par 4200 especes et sous especes avec
940 genres et 135 familles (Ibn Tatou et Fennane, 1991).

Le continent africain est classé parmi les continents disposants d’une biodiversité en plantes
médicinales trés riches dans le monde, avec un nombre trés élevé de plantes utilisées comme
herbes, comme aliments naturels et pour des buts thérapeutiques. En Algérie, les médecins et
les chimistes cherchent a mieux connaitre le patrimoine des especes utilisées en médecine
traditionnelle, leurs modes d'utilisation et leurs indications dans diverses pathologies. Ainsi, les
principes actifs sont étudiés depuis une vingtaine d'années (Favier, 2003 ; Kumari et Kakkar,
2008 ; Chu et al., 2010).

Actuellement, la société scientifique, biologiste et chimiste, met en évidence le role tragique
des plantes sahariennes médicinales et toxiques par I'étude des molécules et substances
bioactives. Ces molécules sont a I'origine des activités biologiques. Aussi, vu le développement
par les microorganismes d’une résistance aux antibiotiques, on remarque de plus en plus une
orientation vers la découverte de substances naturelles dotées d’activité antimicrobienne.

A cet effet, on s’intéressé a évaluer 1’effet antimicrobien des extraits notamment les huiles
essentielles d’Anvillea radiata poussant a 1’état spontané.

Ce travail est divisé en trois chapitres. Le premier chapitre est consacré a une étude
bibliographique concernant la famille des Astéracées et la systématique d’Anvillea radiata,
géneralités sur les métabolites secondaires et leurs propriétés biologiques.

Le second chapitre décrit le matérielle et les méthodes utilisés dans le cadre de cette étude
comme 1’étude du pouvoir antimicrobien fait par le test de diffusion sur disque en milieu gélosé,
et le test de micro-dilution en milieu liquide. Le troisieme chapitre traite la synthése des données
bibliographique.

Enfin, une conclusion générale qui porte sur une lecture attentive de cette étude.
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ChapitreI: Synthese Bibliographique

Chapitre | : Synthése bibliographique

1.1 Généralités sur les Astéracées

La famille des Astéracées est une importante famille qui comprend pres de 23000 espéces
(Barreda et al., 2015). Selon Harkati (2011), ces especes sont réparties en 1500 genres
décrites dont 750 endémiques, distribuées principalement dans les zones tempérées du globe.
C’est I’'une des familles les plus importantes des angiospermes. Les Astéraceae sont des
arbustes a feuillage persistant, des sous-arbrisseaux, des plantes herbacées vivaces, des plantes
herbacées annuelles ou bisannuelles (Barkely et al., 2006). Elles sont appelées aussi composées
(Compositae) ou, plus rarement des Composacées. En effet, ce que I'on prend a premiéere vue
pour des « fleurs » chez ces plantes est en réalité composé de fleurs minuscules, réunies en
inflorescences appelées capitules (Dictionnaire de I'Académie francaise, 2016).

Anvillea radiata Coss & dur (Ozenda, 1958; Quezel and Santa, 1963) est appelée aussi
Anvillea garcinii subsp radiate (Anderberg, 1982). Cette plante appartient a la famille des
Asteraceae (Okunade, 2002).

1.1.1 Anvillea radiata
1.1.1.1 Classification
Selon Quezel and Santa (1963), cette plante est classée comme suit:

Embranchement: Spermatophytes
Sous embranchement: Angiospermes
Classe : Eudicots
Sous classe : Astéridées
Ordre : Asterales
Famille : Asteraceae
Genre : Anvillea

Espece : Anvillea radiata Coss. & Dur

Noms vernaculaires:

Nougd (Maiza et al., 1993)

Nougd I’hoor (Hammiche et Maiza, 2006)

Nougd, Arfej, Herf, Ain Bagra et Karfej, (Brand et al., 1995; Ansari, 1997; Sokol et al., 2007).
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1.1.1.2 Description botanique

Quézel et Santa (1963) et Boullard (2001) signalent qu’Anvillea radiata Coss. & Dur est une
plante endémique saharienne poussant sous forme d'arbrisseau de 20 a 50 cm de hauteur, tres
ramifiées, a tiges et rameaux ligneux a la base. Les feuilles vert bleuté ont une forme de triangle
allongée et a bord denté. Les inflorescences disposées en larges capitules jaune orangé sont
entourées de feuilles rayonnantes qui passent progressivement aux bractées coriaces et
piquantes. La plante dégage un léger parfum agréable. Cette espece constitue un excellent
paturage pour les chameaux et les chévres.

Les parties utilisées sont les capitules, les feuilles et les graines (Figure 1. 2. 3).

Photo. BOCK Benoit
Date : Avril 2008

Fig. 2 : Inflorescence en capitule Fig. 3: Touffe d’Anvillea radiata
d’Anvillea radiata (Bammou, 2013). (Bammou, 2013).
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1.1.1.3 Répartition géographique

Selon Bellakhdar (1997) et Kumari and Kakkar (2008), Anvillea radiata est largement
répandue dans les steppes nord-africaines, généralement les petites dépressions sablo-argileuses
(Figure 4). Elle est distribué dans les steppes de I'Afrique du Nord particulierement en Maroc
et Algeérie (Ansari, 1997; Oyaizu, 1986). En particulier, on la trouve dans les régions d’Ouargla
(A. Sokol et al., 2007), El-Djelfa, Bechar (Unten, 1997) et El Golia (Oyaizu, 1986).

EM
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Fig. 4: Répartition géographique d’Anvillea radiata en Algérie (Wang et al., 2008).

1.1.1.4 Usage thérapeutique

La plante est utilisée dans la médecine populaire comme excellente chauffage, pour le
traitement de dysenterie, (Bellakhdar, 1997). Ainsi, elle a été rapporté comme plante a activité
hypoglycémique (Oyaizu, (1986) ; Bougatef et al., 2009).

Elle y est utilisée en médecine traditionnelle pour le traitement de diverses pathologies, des
gastro-entérites, des spasmes et coliques, des arthrites et des rhumatoides (Bellakhdar, 1997;
El Rhaffari et Zaid, 2002).




ChapitreI: Synthese Bibliographique

La poudre des feuilles d’Anvillea radiata associée au beurre des chevres sont utilisés comme
des suppositoires pour traiter le froid du dos. Cette poudre est employée contre les maux
gastriques (Ghourri et al., 2012).

Les capitules ou bien les tiges feuillées en association avec celles d’Artemisia abrotanum,
d’Artemisia atlantica, et d’Artemisia herba alba, en décoction dans 1’eau minérale, sont
utilisées contre la pyélonéphrite et la cystite a raison de deux verres par jour (Benkhnigue et
al., 2016). Ces capitules sont employées contre les leucorrhées, le rhume, I’hépatite, le diabéte,
les maladies pulmonaires et l'indigestion (El Rhaffari et Zaid, 2002; Ould El Hadj et al.,
2003; Hammiche et Maiza, 2006; Djellouli et al., 2013; Douira et al., 2013).

1.2 Généralités sur les metabolites secondaires

Les plantes produisent un grand nombre de composés pour lesquels on ne sait pas toujours le
role qu’ils jouent pour la plante. Ces composé€s ne sont pas produits directement lors de la
photosynthése. Mais, ils résultent de réactions chimiques ultérieures. On les appelle donc
métabolites secondaires (Chalandre, 2000).

Selon Seghiri (2015), des découvertes récentes ont montré qu’un nombre important d'entre eux
ont un réle defensif pour les plantes. Ils ont des intéréts multiples mis a profit dans I’industrie,
en agro-alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie. Ils se sont surtout illustrés en
thérapeutique et dépassent actuellement 100 000 substances identifiées. Parmi eux, on a les

composés phenoliques, les alcaloides, les terpenes et autres substances naturelles.

1.2.1 les composés phénoliques

1.2.1.1 Définition

Les composés phénoliques sont des substances qui constituent une vaste famille, difficile a
définir, et sont caractérisées par la présence d’au moins un noyau benzénique lié directement
par un groupe hydroxyde libre ou engagé dans une fonction : éther, ester, hétéroside (Bruneton,
1999).

1.2.1.2 Biosyntheses des composés phénoliques

1.2.1.2.1 Voie de I’acide shikimique

Selon Sarni et Cheynier (2006), elle conduit a la formation du précurseur immédiat des
phénols par désamination de la phénylalanine. La séquence biosynthétique qui suit, appelée

séquence des phénylpropanoides, permet la formation des principaux acides




ChapitreI: Synthese Bibliographique

hydroxycinnamiques. L’association des formes actives des phénylpropanoides avec le

coenzyme A produisent les principales classes des composés phénolique (Figure 5).
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Fig. 5 : Voie de I’acide shikimique (Floss, 1997).

1.2.1.2.2 Voie d’acétate

Cette voie de biosynthese permet la formation des composes aromatiques notamment les
chromones, les isocomarines, et les quinones. La pluralité structurale des composés phénoliques
due a cette origine biosynthétique est encore accrue par la possibilité trés fréquente d’une
participation simultanée du shikimate et de 1’acétate a 1’élaboration des composés mixtes

comme les flavonoides, les stilbenes et les xanthones (Bouhroum, 2007).

1.2.1.3 Propriétes biologiques

Les composés phénoliques participent activement aux interactions de la plante avec son
environnement en jouant soit le role des signaux de reconnaissance entre les plantes
(Allélopathie), entre les plantes et les symbioses, ou bien lui permettant de résister aux diverses
agressions vis-a-vis des organismes pathogenes. lls participent de maniere trés efficace a la
tolérance des végétaux a des stress variés, donc ces composes jouent un réle essentiel dans

1'équilibre et 1’adaptation de la plante au sein de son milieu naturel.
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D'un point de vue appliqué, ces molécules constituent la base des principes actifs que I'on trouve
chez les plantes médicinales, alliées a leur difficulté de production. Chez I'homme, ces
molécules traces jouent un role important en agissant directement sur la qualité nutritionnelle
des fruits et légumes et leur impact sur la santé des consommateurs (effet antioxydant, effet

protecteur contre I'apparition de certains cancers...) (Macheix, 2005).

1.2.1.4 Structure et classe des composés phénoliques

1.2.1.4.1 Les acides phénoliques

Selon Mezouar (2013), Les acides phénoligues sont présents en abondance dans les aliments
et divisés en deux classes : les dérivés de l'acide benzoique et les dérivés de I'acide cinnamique,
les acides hydroxycinnamiques sont plus fréquents que les acides hydroxybenzoiques et

comprennent essentiellement 1’acide p-coumarique, cafeique, férulique et sinapique (Figure 6).

HO 7 N

HO

HO \O

Fig. 6: Structure de I’acide caféique (Yezza et Bouchama, 2014).

1.2.1.4.2 Les coumarines

1.2.1.4.2.1 Définition

Les coumarines sont des substances naturelles connues. 1l s’agit de composés a neuf atomes de
carbone possédant le noyau benzo (2 H)-1 pyrannone-2. Ce composé dérive de la cyclisation
de I’acide cis cinnamique oxygéné en C-2 (Gray et Waterman, 1978). D’aprés le méme auteur,
les coumarines tirent son nom de kumard, nom vernaculaire de la féve tonka Coumarouna
odorata encore appelée Disteryx odorata Willd. Elles sont trés largement distribuées dans le
regne végétal. La coumarine et ses dérivés dont plus de 300 structures sont connus et se
répartissent sur 9 familles de Monocotylédones et plus 70 familles de Dicotylédones. Ils

participent dans les racines des plantes symbiotiques hébergeant les rhizobiums, a la formation
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des nodules. Elles sont responsables de I’odeur caractéristique de ’aspérule odorante et du

mélilot desséché (Figure 7).

R=H, R,=0H Ombelliféres
Ri=OH, R;=H
R{=0H, R,=0-Glc
Hippocastanacees

o R{=0-Glc, R,=0H, Composes

Fig. 7: Squelette de coumarine.

1.2.1.4.2.2 Propriétés biologiques

Les coumarines ont des propriétés antipyrétique, analgésique, sédative, antioedémateuses et
anti convulsivante. Ils sont probablement responsables de 1’effet anticonvulsivante (Gupta et
Nath, 1980).

Les coumarines sont indiquées dans les cas de lymphoedéme du membre supérieur aprés
traitement radiochirurgical du cancer du sein. Concernant les dérivés coumariniques, certains
d’entre eux possédent des activités pharmacologiques, principalement des effets anticoagulants.

Les plus connus sont le dicoumarol et 1’esculoside (Hostettmann, 1997).

1.2.1.4.3 Les flavonoides

1.2.1.4.3.1 Définition

Les flavonoides sont les composés les plus abondants parmi tous les composés phénoligues. Ce
sont des pigments quasiment universels des végétaux. Ils interviennent aussi dans les processus
de défense contre le rayonnement UV, les herbivores et les attaques microbiennes (Bruneton,
2015).

Le terme flavonoide regroupe une tres large gamme de composés naturels polyphénoliques. On
dénombre prés de 6500 flavonoides répartis en 12 classes. Ainsi, leur nombre ne cesse
d’accroitre (Stockigt et al., 2002). Par définition, selon De Rijke et al., (2006), les flavonoides

sont des composés qui ont en commun la structure en C6-C3-C6 du diphénylpropane les trois
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généralement un hétérocycle oxygéné C (Figure 8).

Fig. 8: Structure de base des flavonoides.

1.2.1.4.3.2 Classification
Les principales classes des flavonoides sont montrées sur le tableau suivant.

Tableau 1 : Les principales classes des flavonoides (Erdman et al., 2007).

Flavonoides

Caractéristiques

Flavonols

HO

o)

"

Le groupe le plus abondant des

composés phénoliques.

‘| lls se caractérisent par I'existence d'un

OH en position 3.
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Flavones

Le groupe le plus abondant des
composés phenoliques.

Les flavones se different des flavonols
seulement par le manque d'un OH libre
en C3. Ceci affecte ainsi leur absorption
aux UV, mobilité chromatographique et

les réactions de coloration.

Flavanones

Q-?’
w ™

Ils sont caractérisés par l'absence de la
double liaison C2-C3.

Le flavanone le plus abondant est la
naringénine, isolée pour la premiére fois

a partir des écorces de citrus.

Isoflavones

o
Q
XI

R.

Q

Ces substances sont caractérisées par

leur variabilite  structurale, dont
I'attachement du cycle B se fait en C3.
Ils sont présents dans les plantes sous

forme libre ou glycosylée.

£
Anthocyanidines Ces molécules hydrosolubles
R contribuent a la coloration des
&, |angiospermes.
Elles représentent le groupe le plus
HO o f ,
importan n lorées.
AN - portant des substances colorées
P
OH




ChapitreI: Synthese Bibliographique

1.2.1.4.3.3 Propriétés biologiques

De nombreux travaux semblent indiquer que les flavonoides posseédent des propriétés anti-
inflammatoires (Da silva et al., 1994; Galati et al., 1994; Read Flavonoids, 1995). Ainsi, ils
sont capables de moduler le fonctionnement du systeme immunitaire (Middleton, 1996). Les
flavonoides sont de puissants inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes B et T
(Mookerjee, 1986; Namgoong et al., 1994). L’effet antiprolifératif des flavonoides peut
s’expliquer par leur capacité a inhiber I’activité de certaines protéines kinases a savoir la
protéine Kinase C ou la protéine tyrosine kinase (Mookerjee, 1986; Namgoong et al., 1994).
Les flavonoides sont susceptibles de diminuer la libération d’histamine des basophiles et des
mastocytes (Middleton et Drzewiecki, 1984). Ainsi, ils sont capables d’agir au niveau de la
synthese des protéines Virales (Vrijsen et al., 1987). Middleton et Drzewiecki (1984) notent
que d’autres travaux ont mis en évidence 1’impact des flavonoides sur le rétrovirus HIV
responsable du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA). De nombreux agents sont
susceptibles d’inhiber la réplication du rétrovirus du SIDA par une inhibition de la reverse
transcriptase. Les flavonoides peuvent inhiber les enzymes intervenant dans 1’activation des
procarcinogenes en intermédiaires mutagenes et carcinogenes (Obermeier et al., 1995). Les
résultats dans ce domaine sont difficiles a interpreter car les flavonoides semblent avoir des
effets divers sur I’activité des enzymes de détoxification (Lasker et al., 1984). Les flavonoides
peuvent aussi empécher le diabéte ou du moins le réduire en inhibant I'enzyme aldose réductase
(Chaudhry et al., 1983). Ong et Khoo (1997) reportent que la myricétine possede un effet
hypoglycémiant chez des animaux diabétique. Outre, Ong et Khoo (2000) signalent que
certains flavonoides peuvent entraver I'athérosclérose et par conséquent réduisent le risque des

maladies cardiovasculaires.

1.2.1.4.4 Les Tanins

1.2.1.4.4.1 Définition

Les tanins sont des substances naturelles phénoliques de poids moléculaire compris entre 500
et 3000 g/mol. lls peuvent précipiter les protéines a partir de leurs solutions agqueuses, en
partageant la capacité de tanner les protéines (Cowan, 1999). Selon Nouioua (2011), ce sont
des métabolites secondaires des plantes supérieures que I'on trouve dans pratiquement toutes
les parties des végétaux; ecorces, racines, feuilles, et fruits. Sur le plan chimique, ils sont
constituées soit de polyol (Glucose le plus souvent), ou de catéchine auquel sont attachés des
unités galloyles, ou leurs dérivés, soit des oligomeéres ou des polymeres de flavanols (Figure
9).
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1.2.1.4.4.2 Classification

Selon Nouioua (2011), les tanins sont divisés en deux groupes. On a:

-Les tanins condensés

IIs sont des polyméres (d’ou leur nom) de dérivés de résidus flavonols (Figure a) liée par des
liens C-C (Figure b). Mais, de nombreuses autres combinaisons existent. Il est a noter qu’ils
sont produits par la plupart des végétaux terrestres.

-Les tanins hydrolysables

IIs sont des phénols liées a un résidu sucre par un lien ester. Si le phénol est ’acide gallique, ce
sont les gallitannins (Figure c). S’il s’agit de I’acide hexa-hydroxy-diphénique, ce sont les
ellagitannins (Figure d). L’oxydation et autres polymérisations engendrent des structures
variées. On trouve les tannins hydrolysables chez les dicotylédones et ils sont plus facilement

hydrolysables par les microorganismes que les précédents.

(=) o) -
- e €3 i
T
~

R=# Procyaniain (PC)
R=0H. Prodeiphirscin (PD)

(<) .

Fig. 9 : Les classes des tanins (Krauss et al., 2003).

1.2.1.4.4.3 Propriétés biologiques

Les tanins possédent surtout des propriétés astringentes en usage externe et interne. Ce sont des
inhibiteurs enzymatiques. En outre, de nombreux tanins, particulierement les tanins
hydrolysables inhibent la peroxydation des lipides induits par 1’adénosine di phosphate (ADP)
et I’acide ascorbique sur les mitochondries hépatiques du rat. Ils sont de bons contre—poisons

des alcaloides et des métaux lourds (Read et al., 2003; Bouhadjera, 2005).
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Les tanins favorisent la régénération des tissus en cas de blessures superficielles et de bralures
(Read et al., 2003). Ils sont utilisés comme anti-diarrhéiques et hémostatiques, mais surtout
comme protecteur veineux dans le traitement des varices. En cosmologie, les tanins sont des
astringents tres utilisés, sous forme de lotions. Ils sont largement employés dans 1’industrie,

notamment dans I’industrie du cuir, des vernis et de la peinture (Glombitz et al., 1985).

1.2.2 Les alcaloides

1.2.2.1 Définition

Selon Gavot (2009), les alcaloides sont des composés azotés basiques. Ils sont extraits soit dans
I’eau acide soit dans des solvants comme le chloroforme apres alcalinisation. Ils précipitent
généralement avec des réactifs iodométalliques (réactif de Dragendorff). Ainsi, ils sont trés
souvent biologiquement actifs. On retrouve en effet des molécules comme la quinine (anti-
malaria), des drogues (cocaine), des anticancéreux (la vincristine et le taxol), des molécules
utilisées comme poisons (strychnine) et des stimulants (caféine). La plupart des alcaloides

naturels sont d’origine végétale (Figure 10).

CH 3
I
7
< | r
/N TSCH5
CH3 o

Fig. 10 : Structure de base des alcaloides (Schauenberg et al., 2005).

Cette famille de métabolites secondaires a été particulierement étudiée du fait des enjeux
économiques qui y sont associé€s. Leurs actions biologiques les place également au cceur de
phénoménes d’interactions de défense face aux pressions biotiques (herbivores,
microorganismes). L’amertume est une caractéristique anti-nutritionnelle. 11 s’agit d’une

caractéristique genérale des alcaloides.
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On distingue généralement:

- Les alcaloides vrais

IIs sont d’un point de vue de la biosynthése dérivés d’acides aminés. IS présentent au moins un
hétérocycle. On peut citer la strychnine dérivée du tryptophane.

- Les proto-alcaloides

IIs sont des amines simples dont I’azote n’est pas inclus dans un systéme hétérocyclique. Mais,

ils sont élaborés a partir d’acides aminés. On a la sérotonine et la méscaline (Figure 11).

MeO

MeO <
OMe

(-)-cathionine

meéescaline

Fig. 11: Structure de sérotonine et de méscaline.

- Les pseudo-alcaloides

Ils présentent les caractéristiques des alcaloides vrais. Mais, ils ne sont pas des dérivés des

acides aminés, comme les alcaloides terpéniques et les alcaloides stéroidiques (Figure 12).

0.0
H.C CH,
\
CH;, CH,-NH
skytanthine paravallarine

Fig. 12: Structure des alcaloides terpéniques et les alcaloides stéroidiques.
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1.2.2.2 Propriétés biologiques

Les alcaloides ont un intérét particulier au niveau du systéeme nerveux central. A ce niveau, ils
agissent comme dépresseurs tels que la morphine et la scopolamine, ou comme stimulants a
savoir la caféine et la strychnine, ou comme sympathomimétiques (éphédrine) ou
anticholinergiques (atropine). Certains jouent le rdole d’anesthésiques locaux (cocaine) et

d’antipaludiques (quinine) (Arous, 2012).

1.2.3 Les huiles essentielles

1.2.3.1 Définition

Ce sont des substances huileuses, volatiles et d’odeur et de saveur géneralement fortes. Elles
sont extraites a partir des différentes parties de certaines plantes aromatiques, par les méthodes
de distillation, par enfleurage, par expression, par solvant ou par d’autres méthodes (Belaiche,
1979; Valnet, 1984; Wichtel et Anthon, 1999) Pour (Bruneton, 1999), les huiles essentielles
appelée aussi essences ou huiles volatiles sont des produits de compositions généralement assez
complexes renfermant des principes volatils contenus dans les végétaux et plus ou moins
modifiés au cours de la préparation. La norme francaise AFNOR NF T75-006 définit 1’huile
essentielle comme un produit obtenu a partir d’une matiére premiere végétale, soit par
entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus.

Ainsi, les huiles sont séparées de la phase aqueuse par procédés physiques (Garnero, 1996).

1.2.3.2 Propriétés biologiques

Les huiles essentielles ont des propriétés et des modes d'utilisation particuliers. Elles ont donné
naissance a une branche nouvelle de la phytothérapie appelée I'aromathérapie. Ainsi, elles
possédent de nombreuses activités biologiques. En phytothérapie, elles sont utilisées pour leurs
propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses. Cependant, elles possédent également
des propriétés cytotoxiques qui les rapprochent donc des antiseptiques et désinfectants entant
qu'agents antimicrobiens a large spectre (Hadouchi, 2008 ; Ferhat et al., 2009).

Les huiles essentielles sont riches en composés phénoliques comme I'eugénol, le thymol et le
carvacrol. Ces composés possedent une forte activité antibactérienne. Le carvacrol est le plus
actif de tous. Reconnu pour étre non toxique, il est utilisé comme agent de conservation et
arébme alimentaire dans les boissons, friandises et autres préparations. Le thymol est I'ingrédient
actif des rince-bouches. Ainsi l'eugénol est utilisé dans les produits cosmétiques, alimentaires,
et dentaires. Ces trois composes ont un effet antimicrobien contre un large spectre de bactéries

soit Escherichia coli, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica,
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Clostridium jejuni, Lactobacillus sake, Staphylococcus aureus et Helicobacter Pyroli (Pauli,
2001; Fabian et al., 2006). Selon Maruyama et al., (2005), les huiles essentielles sont
également utilisées en milieu clinique pour soigner des maladies inflammatoires telles que les

rhumatismes, les allergies ou l'arthrite.

1.2.4 Les terpenes

1.2.4.1 Définition

Les terpenes, ou isoprénoides sont l'une des classes les plus diverses des métabolites
secondaires. Leur squelette carboné est constitué d'unités isopréniques reliées. C'est ce qu'on
appelle la regle de l'isoprene. Ces squelettes peuvent étre arrangés de facon linéaire ou bien
former des cycles (Brielmann et al., 2006). Crozier et al., (2008) notent que les terpénes sont
des ardmes et des parfums, des antibiotiques, des hormones végétales et animales, des lipides
membranaires, des attracteurs d'insectes et des médiateurs des processus essentiels de transport
d'électrons. Ainsi, ils ont été appréciés comme constituants des huiles essentielles et leur
utilisation comme parfums pendant plus de deux mille ans (Van Bergen et al., 1997). Selon
Bohlmann et al., (1998), les terpénes simples trouvés dans les parfums présentent une grande
diversite structurelle. Aussi, les terpenes sont constitués des unités fondamentales d'isopréne a
cing atomes de carbone. Ainsi, les terpénes peuvent étre classés en hémiterpenes (C5),
monoterpenes (C10), sesquiterpénes (C15), diterpénes (C20), sesterpenes (C25), triterpenes
(C30), tétraterpéenes (C40) (Figure 13).

classification

| | | | | | | | | | | 1
n=2 n=3 n=4 n=5 n=6 n=8 n>8
Mono | Sesqui Di Ses Tri Tétra Poly
I I I I I I
| C10 ‘ ‘ c15 | C20 | | C25 ‘ | C30 ‘ | C40 ‘ ‘ C>40 ‘

Fig. 13: Classification des terpénes.
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1.2.4.2 Classification

Le nombre d’unités isopréniques définit les différentes classes de terpéne. A cet effet, on note:

-Hémiterpénes

Les hémiterpénes (C5) sont constitués d'une unité a cing atomes de carbone. Ce sont les plus
simples de tous les terpenes. L'isopréne est produit par les feuilles de nombreuses plantes et
contribue a la brume naturelle dans certaines régions (Kang et al., 2001). On distingue de
nombreux composeés a cing atomes de carbone tels que l'alcool isoamylique, I'acide sénécioique,
l'acide tiglique, 1'acide angélique, les acides a et B-furoiqueset I'isovaléraldehyde (Figure 14).
Ces composes contribuent a la défense des plantes en repoussant les herbivores ou en attirant

des prédateurs et des parasites d'herbivores (Holopainen, 2004).

CH,
HL OH CHa H
I ( H ‘ ~ _OH R | " i .
: h A Haf
P HaC o H @n,
Alcool isocamylique Acide sénécioique Acide Tighque Acide angélique
HO » = N
H 4 ( 8] ‘k o \\‘ /..'
CHa O ‘5 _// HO ~—
‘ 0
Isovaléraldéhyde Acde a-furoique Acide pfuroique
Fig. 14: Structures de quelques hémiterpénes.
-Monoterpénes

Les monoterpénes sont constitués de deux unités d’isopreéne (Figure 15). Une variété étonnante
d'arrangements de décane a base d'isoprene existe dans la nature (Liao et al., 2003). Les
monoterpénes (C10) sont le principal composant de nombreuses huiles essentielles. 1ls ont une
importance économique en tant que saveurs et parfums. Les structures acycliques comprennent
le myrcéne, le géeraniol et le linalol. Les structures cycliques comprennent de nombreux
composés bien connus, tels que le menthol, le camphre, le pinéne et le limonéne. La (Figure

15) donne les structures de quelques monoterpénes.
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Camphort Satronsd ™

Fig. 15: Structures de quelgues monoterpenes.

-Sesquiterpenes

Dérivés de trois unités d'isopréne, les sesquiterpenes (C15) existent sous formes aliphatiques,
bicycliques et tricycliques (Fraga, 2003). Comme les monoterpenes, la plupart des
sesquiterpenes sont des composants des huiles essentielles de plantes. Un composé important
de cette série est le farnesol, qui présente une activité chimiopréventive du cancer (Crowell
and Gould, 2004). Certains des sesquiterpenes couramment rencontrés sont présentés a la
(Figure 16).

Fig. 16: Structures de quelques sesquiterpénes.
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-Diterpénes

Selon Hanson (2004), les diterpénes, de structure en quatre (4) unités d’isopréne (C20) sont un
groupe trés varié de composés. En raison de leurs points d'ébullition plus éleves, ils ne sont pas
considérés comme constituants des huiles essentielles. Ainsi, ils sont classiquement considérés

comme des résines. Quelques diterpénes usuels sont présentés dans la (Figure 17).

CM;
HaC™ % . I
1 - o CHy
w1
BN C 1T
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G CHa e i R -
I : 0~ OH I - 7 e ot b b e
MaCF e N oM, Acide abiétique GHy EHgy CHy CHs
p-Camphorene Phytol
c»—\\
k1] l WOH
oY e My “CHy
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e Martubiine

Fig. 17: Structures de quelques diterpénes.

-Sesterterpénes

Cette famille de terpénes est composée de cing (5) unités d’isopréne. Ce sont des composés
minoritaires dans la famille des terpénes (Crews and Naylor, 1985 ; Walker et al., 1980; Wei

et al., 2004). La (Figure 18) donne un exemple de sesterterpénes.

H
HO / '7\':6’4’
CH. .'\:‘4: 1
HO., e . .
> 20 ,14 O O
®) l '—’f‘ S ’»l
~ I" 5
Sa~—14"0" Yo
[~

Soulaméohde

Fig. 18: Structure d'un sesterterpéne.

E
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-Triterpénes

Les terpenes de structure carbone en C30 sont basés sur six unités d'isoprene et sont dérivés
biosynthétiqguement du squaléne (Connolly and Hill, 2005). Ils sont souvent des matieres
solides incolores a haut point de fusion et sont largement répartis entre les résines végétales, le
liege et les cutines. Il existe plusieurs groupes importants de triterpénes, parmi lesquels les
triterpénes simples, les stéroides, les saponines et les glycosides cardiaques. Parmi ceux-ci se
trouve 1’azadirachtine, issu des graines du neem (Azadirachta indica). Il a été isolé pour la
premiére fois en 1985 a partir de I'huile de neem (Schmutterer, 1988). Seuls quelques
triterpénes communs sont largement répartis entre les plantes. Il s'agit notamment des amyrines
(Boar and Allen, 1973) et des acides uranique et oléanique (Liu, 1995), qui sont communs
dans les cires issues des feuilles et de la peau de certains fruits. Selon Miro (1995), d'autres
triterpenes comprennent les limonines et les cucurbitacines, considérés comme des antagonistes

puissants des hormones stéroides d'insectes (Figure 19).

~ _— o
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Fig. 19: Structures de quelques triterpenes tétracycliques et pentacycliques.

-Tétraterpenes

Selon Britton, (1995), les tétraterpénes les plus courants sont les caroténoides. Il agit d’un
groupe largement distribué de composés dont la chaine carbonee est en C40. Les caroténoides
sont généralement dérivés du lycopéne. La cyclisation a une extrémité donne un y-caroténe et
celle aux deux extrémités fournit du B-caroténe. Ce pigment a été isolé pour la premiere fois en

1831. Il est pratiquement universel dans les feuilles des plantes supérieures. Comme le montre

E



ChapitreI: Synthese Bibliographique

la structure du polyene, de nombreux isomeres sont possibles pour ces structures de base, qui
peuvent tous fournir des pigments aux couleurs vives. Dans les plantes, les caroténoides servent
de pigments nécessaires a la photosynthése, ou ils sont censes protéger les plantes contre la
suroxydation catalysée par d'autres pigments absorbant la lumiere, comme les chlorophylles.
IIs sont également responsables des couleurs variant du jaune au rouge dans les fleurs et les
fruits. Cette coloration notamment celle des fleurs attire les pollinisateurs et sert de source
daliments pour les herbivores, aidant ainsi a la dispersion des graines. Les tétraterpenes

sélectionnés sont présentes a la (Figure 20).

Fig. 20: Structures de quelques tétraterpenes.
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Chapitre II : Matériel et Méthodes

Chapitre 11: Matériel et méthodes

1.1 Matériel

11.1.1 Matériel biologique

11.1.1.1 Matériel végétal

L’espéce prise en considération est Anvillea radiata. La récolte et le stock de la plante est
devrait étre effectuée tres soigneusement de maniere a ne pas détériorer les éléments organiques
et minéraux présents dans la plante. Les feuilles devraient étre coupées en petits morceaux,
broyées grossiérement dans un moulin électrique, puis pesées.

11.1.1.2 Matériel microbiologique

Un certain nombre de souches bactériennes devraient étre utilisées.

11.1.2 Matériel non biologique
La réalisation de cette étude nécessite un ensemble d’appareils, de réactifs, de produits

chimiques et de verreries.

11.2 Méthode

Beaucoup de métabolites secondaires sont aussi important pour I’alimentation humaine, ainsi
que dans les domaines pharmaceutique, médical et protection des végétaux. En outre, ils font
partie des drogues, des colorants, des ardbmes, et des parfums et insecticides. Cette appréciation
croissante des effets biologiques hautement diversifiés de ces produits naturels a permis une
réévaluation des roles joués par ces composés chez les végétaux. (Croteau et al., 2000).

A travers cette étude on s’intéresse a 1’extraction des métabolites secondaires, en particulier les

flavonoides et les huiles essentielles.

11.2.1 Tests phytochimiques et préparation des extraits

Les tests phytochimiques, ou tests préliminaires permettent de détecter la présence ou I’absence
des constituants chimiques ; essentiellement les composés phénoliques comme les tanins, les
alcaloides et en particulier les flavonoides. La mise en évidence des composes chimiques est
effectuée par des tests réalisés généralement sur des extraits déja préparés, par épuisement a

chaud ou macération a froid, ou directement sur la poudre d’échantillon a analyser.

La préparation des extraits pourrait étre réalisée par une des méthodes suivantes :
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11.2.1.1 Infusion

Une infusion se fait essentiellement avec les fleurs et les feuilles des plantes, en versant de 1’eau
bouillante sur la partie traitée de la plante et en laissant infuser entre 10 et 20 minutes (Nogaret,
2003).

11.2.1.2 Décoction

Cette méthode s’applique essentiellement sur les parties souterraines et les écorces des plantes.
Ces parties libérent difficilement leurs principes actifs lors d’une infusion. Elle consiste a
extraire les propriétés des plantes en les laissant infuser dans I’ecau qu'on porte a ébullition,
laisser refroidir et filtrer (Nogaret, 2003).

11.2.1.3 Macération

Ces préparations s'obtiennent en mettant a tremper une certaine quantité d'herbes seches ou
fraiches dans un liquide présenté par 1’eau, le vin ou ’alcool, tout en les laissant en contact
pendant un temps plus ou moins long. Cette méthode est particulierement indiquée pour les
plantes riches en huiles essentielles pour profiter pleinement des vitamines et minéraux qu’elles
contiennent (Delille, 2007).

11.2.1.4 Cataplasme

Les plantes sont hachées grossierement. Puis, elles sont mises a chauffer dans une casserole
recouvertes d’un peu d’eau. On laisse frémir deux a trois minutes. Ensuite, on presse les herbes.
Puis, on les place sur I’endroit a soigner. A la fin, on couvre avec une bande ou un morceau de

gaze (Nogaret, 2003).

11.2.2 Mode opératoire des tests phytochimiques

Selon Trease et Evans (1987), 1’épuisement est réalis¢é dans un ballon surmonté d’un
réfrigérent contenant le matériel végétale en présence des solvants suivants; eau, éthanol et
éther d’éthyliques. L’ensemble sera porté a reflux pendant une heure pour chaque solvant. Les
extraits sont été filtrés, concentrés a 1’aide d’un rotavapeure, stockés, puis soumis aux différents
tests (Tableau 2). C’est un ensemble de tests colorimétrique et de précipitation effectués soit
sur la poudre, soit sur I’infusé a 5%. Cette méthode qualitative permet de mettre en évidence la
présence ou I’absence des métabolites primaires et secondaires. La méthode utilisée dans cette
étude est adoptée par Tona et al., (1998) et Longaga et al., (2000), dans laquelle I’infusé a 5%
est préparé en mettant une quantité de poudre végétale dans 1’eau distillée bien chauftée, apres
quelgques minutes, le mélange est filtré par un papier filtre et le filtrat résultant est ajusté a 100

ml d’eau distillée.
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Tableau 2: Méthode de screening phytochimique de la plante Anvillea radiata

Composés mis en evidence Réactive ajoutés

Tanins Un volume de I’infusé + 2 a 3 gouttes de solution de FeCls
diluée.

Flavonoides Ajouter quelque goutte d’HCI concentré et tournures de

Mg a I’infusé préparé.

Polyterpenes Evaporer un volume d’extrait alcoolique, traites les
résidus obtenu avec le chloroforme anhydre puis filtrer.

Mélanger volume de la solution chloroformique.

Huiles essentielles (H.E) Evaporer un volume de solution éthérique. Le résidu ainsi

obtenu est dissout dans 1’éthanol.

La solution éthanolique obtenue est ensuite concentrée a

SeC.

Alcaloides Macérer une quantitée de la poudre séche dans de I’HCI a
1%, pendant 2h. Apreés filtration, on ajoute au filtrat, le

réactif de Mayer (quelques gouttes).

11.2.3 L’extraction (Soxhlet)

Selon Handa (2008), I'extraction est désignée par la séparation des parties actives de tissus
végétaux des composants inactifs ou inertes a l'aide de solvants sélectifs, traditionnellement
’eau, les huiles végétales. Les produits ainsi obtenus sont relativement impures sous forme de
liquides, semi-solides ou poudres exclusivement destinés a un usage oral ou externe. Il s'agit de
préparations connues comme les tisanes et les huiles médicinales. L’extraction a l'aide d'un
appareil de type Soxhlet est une technique couramment utilisée pour isoler des composeés actifs
d’origine végétale sans les dégrader. Différents extraits sont obtenus par cette technique et un
extrait aqueux est preparé par décoction. (Figure 21). L'extraction au Soxhlet a été retenue
comme technique d'extraction car elle favorise I'extraction relativement compléte des
métabolites présents dans la matrice végétale. Les extractions au Soxhlet ont été effectuées de

facon séquentielle, en utilisant des solvants de polarité croissante. Les solvants utilisés étaient
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le chloroforme (CHCIs), I’acétate d’éthyle (AcOEt) et le méthanol (MeOH). Cette approche
d'extraction permet de fractionner grossierement les divers produits naturels de la matrice

vegeétale.

Le corps de I’extracteur, contient une cartouche en cellulose remplie de la matiére végétale
délipidée en poudre, cette cartouche est fixée sur un réservoir (ballon) contenant de solvant et
est surmonté d’un réfrigérant. Le solvant est vaporisé puis condensé tout en restant en contact
avec le matériel végétal. La solution collectée dans le ballon s’enrichit de plus en plus en soluté
a chaque cycle d’extraction et le matériel végétal est toujours en contact avec du solvant
fraichement distillé. L’extraction est terminée lorsque le solvant d’extraction devient de plus en
plus clair c'est-a-dire sans une proportion significative de soluté. Apres évaporation du solvant
organique sous pression réduite a 45°C, le résidu sec de chaque solvant est pesé puis solubilisé

dans I’éthanol a une concentration donnée.

Fig. 21: Présentation du Soxhelet.

11.2.3.1 Méthodes d’extractions
L’extraction est effectuée par l'utilisation d’un solvant organique. Deux méthodes d’extraction

ont été requises pour 1’extraction des principes actifs.
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11.2.3.1.1 Extraction solide-liquide (Macération)

L’extraction solide-liquide est une opération de transfert de matiere entre une phase qui contient
la maticre a extraire «solide» et un solvant d’extraction «liquide». Le but de cette opération est
d’extraire et de séparer un ou plusieurs composants mélangés a un solide dans un solvant
(Chemat, 2014). La macération est une méthode qui consiste a laisser la poudre de plante en
contact prolongé avec un solvant (Lagnika, 2005). Le choix du solvant est orienté par les
caractéristiques chimiques spécifiques pour chaque famille de métabolites secondaires,
généralement les solvants les plus utilisés sont I’éthanol, le méthanol ou méme I’eau pour
I’extraction des composés polaires et le dichlorométhane pour 1’extraction des composés non
polaires (Rispall et al., 2005).

Rebaya et al., (2015) notent que I’éthanol posséde 1’avantage d’étre plus facilement éliminé,
dans le cas ou I’on veut concentrer 1’extrait. L’utilisation de 1’eau est intéressante si I’on veut
fractionner la solution obtenue. Cette méthode consiste a émerger une quantité de poudre de la
plante étudier dans du méthanol pendant 24 heures a température ambiante. Ensuite la filtration
est réalisée sur papier filtre et le solvant est récupéré du filtrat par évaporation dans un

rotavapor. L'extrait obtenu sera conservé a 4°C jusqu'a 1’utilisation (Figure 22).

Matériel végetal (poudre) +méthanol.

Macération a la température ambiante et a la I’ombre
24h.

|

Filtration.

U

Evaporation.

4

Extrait méthanolique brut.

Fig. 22: Protocole de préparation de I'extrait méthanolique par macération.
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11.2.3.1.2 Extraction liquide-liquide

L'extraction liquide-liquide est la plus simple des méthodes de séparation. Elle consiste a faire
passer des métabolites (solutés) dissous dans une phase liquide, dans une seconde phase liquide
non miscible avec la premiére. En pratique, les solutés sont souvent dans une phase aqueuse.
Un solvant organique est utilisé pour les extraire (Lide, 1996). Cette étape permet de séparer
les polyphénols selon leur structure et leur degré de polymérisation, en les affrontant avec

plusieurs solvants allant du moins polaire au plus polaire.

11.2.3.2 Extraction des flavonoides

Tous les flavonoides n'ont pas la méme propriété de solubilité car certains flavonoides sont
solubles dans I'eau et I’alcool. Alors que d'autres ont des propriétés hydrosolubles extrémement
faibles. De ce fait, le principe utilisé pour lI'extraction des flavonoides est basé sur le degré de
solubilité des flavonoides dans les solvants organiques (Ferhat, 2009). Suivant le protocole
d’extraction décrit par (Merghem et al., 1995), (Figure 23) le matériel végétal broye est soumis
a une extraction par macération dans le mélange éthanol / eau pendant 72 heures avec
renouvellement de solvant chaque 24 heures et agitation de temps en temps. Les macéras sont
réunis puis ils sont filtrés sur un papier filtre. Les filtrats sont évaporés presque a sec au moyen
d’un évaporateur rotatif. Le résidu sec est repris dans de 1’eau distillée bouillante (I’intérét de
I’utilisation de 1’eau distillée bouillante c’est pour assurer la récupération des composés restés
accolés a la paroi du ballon d’évaporation), aprés une décantation de toute une nuit on récupere

la phase limpide qui va subir des affrontements par des solvants de polarité croissante :

- Affrontement par éther de pétrole

Benkiki (2006) mentionne que I’éther de pétrole est utilisé pour enlever les impuretés présentés
par les composés non phénoliques qui compliquent les épreuves chromatographiques. La phase
organique est supérieure et la phase aqueuse est inférieure. Cette phase est ensuite rejetée.

- Affrontement par acétate d’éthyle
Il entraine les aglycones, mono-O-glycosides et partiellement les di-O-glycosides présents dans
les extraits éthanoliques. La phase d’acétate est supérieur et I’aqueuse est inférieure (Benkiki,

2006).
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- Affrontement par méthyléthylcétone

Ce solvant est utilisé pour extraire les composés plus polaires qui sont le reste des di-o-
glycosides, tri-o-glycosides et c-glycosides. La phase organique est supérieure et la phase
aqueuse est inférieure. Ces affrontements se font dans une ampoule a décanter. La phase
aqueuse et le solvant (V/V) sont mélangés en laissant sortir a chaque fois les gaz des produits.
Apreés une demi-heure, on récupére séparément la phase eau et solvant utilisé chargé de ses
composeés spécifiques.

La phase d'éther de pétrole qui ne renferme pas de composés phénoliques est rejetée. Quant aux
autres phases, elles sont évaporées a sec. Les extrais obtenus sont repris dans 5ml d'éthanol

pour le diagnostic chromatographique ultérieurement (Benkiki, 2006).

Matériel végetal
broyé

Macération dans 1’éthanol eau.

Poudre
végétal

Trois extractions successives avec

renouvellement du solvant chaque 24h.

Extraits réunis

Evaporation presque a sec.

Phase aqueuse

Phase éther de pétrole | ——— H , Affrontement par éther de pétrole.

Phase acétate d’éthyle _ - Affrontement par acétate d’éthyle.

Phase MEC e v 1 Affrontement par MEC.

Phase eau

résiduelle

Fig. 23 : Protocole d'extraction des flavonoides (Merghem et al., 1995).
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11.2.3.2.1 Dosage des flavonoides

L’estimation quantitative des flavonoides contenus dans les extraits est réalisée suivant une
méthode colorimétrique du trichlorure d’aluminium AlCls (Kosalec et al., 2004) avec une
Iégere modification. On met 1 ml d’extrait (préparé dans le méthanol) et on ajoute a 1 ml
d’AlClz a 2%. Puis, le mélange est vigoureusement agité. L’ensemble est incubé a I’ombre a la
température ambiante pendant 30 minutes. Ainsi, I’absorbance est lue a 430 nm. La
quantification des flavonoides se fait en fonction d’une courbe d’étalonnage réalisée par un
flavonoide standard soit la quercétine. La teneur en flavonoide est exprimée en milligramme

d’équivalent de quercétine par gramme de matiére séche (mg EQ/g MS).

11.2.3.3 Extraction des huiles essentielles

Plusieurs methodes sont connues pour extraire les essences aromatiques des végétaux. Les
principales méthodes d'extraction sont basées sur I'entrainement a la vapeur d'eau, I'expression,
la solubilité et la volatilité. Chacune d'elles donne une image différente de la composition de
I'nuile essentielle du produit.

Le choix de la méthode la mieux adaptée a l'extraction de I’huile essentielle d'un végétal se fait
en fonction de la nature de la matiére vegétale a traiter, des caracteristiques physico-chimiques

de I'essence a extraire et de l'usage de I'extrait (Bruneton, 2012).

11.2.3.3.1 Méthodes d’extraction

Il existe des méthodes de distillation qui reposent sur le principe d’entrainement des
constituants volatils du matériel végétal par la vapeur d’eau, dont on développe la méthode
d’hydrodistillation.

-Hydrodistillation simple

La méthode par hydrodistillation est traditionnellement la plus couramment utilisée. On a
environ 80% des cas, car il s’agit de la méthode la plus économique (Kaloustian, 2012). Elle
consiste a immerger directement le matériel végeétal a traiter intact ou éventuellement broyé
dans un alambic rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont
condensées sur une surface froide et ’huile essentielle se sépare par différence de densité
(Fekih, 2015). Celle-ci se produit dans 1’appareil de Clevenger et consiste a porter a ébullition
I’eau a laquelle est mélangée la poudre dans un ballon de laboratoire, grace a un chauftfe ballon.

Les vapeurs hétérogenes ascendantes provenant du ballon progressent puis se condensent sur
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la surface froide du réfrigérant. Le condensat est récupéré ou 1’huile essentielle se sépare de la
phase aqueuse grace a leurs différences de densité.

L’eau en exces retourne dans le ballon avec un robinet a 3 voies (Figure 24).

Fig. 24: Le Clevenger (hydrodistillateur standardisé).

11.2.4 Activité antimicrobienne

Les qualités antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues depuis
I’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20°™ siécle pour que les scientifiques
commencent a s’y intéresser (Haddouche, 2008). Ces derniéres années, il y’a eu un grand
intérét pour la découverte de nouveaux agents antimicrobiens, due a une augmentation
alarmante du taux des infections avec les microorganismes réesistants aux antibiotiques.

Une des approches courantes pour la recherche des substances biologiquement actives est le
criblage systématique des micro-organismes ou les plantes. Ces plantes sont des sources de
beaucoup d'agents thérapeutiques utiles (Sagdic et al., 2002).

En particulier, I'activité antimicrobienne des huiles et des extraits de plantes ont formé la base
de beaucoup dapplications a savoir pharmaceutiques, médicales, thérapeutiques et

agroalimentaires (Sagdic et al., 2002).




Chapitre II : Matériel et Méthodes

I1.2.5 Techniques d’études du pouvoir antimicrobien

Les techniques antimicrobiennes ont pour but de rechercher 1’activité biologique de chaque
extrait des feuilles et des tiges vis-a-vis des différents microorganismes tels que les bactéries et
les moisissures. (Figure 25)

Deux méthodes différentes sont employées :

11.2.5.1 La méthode de diffusion sur disque en milieu gélosé

L’activité antimicrobienne des extraits a été testée in vitro par la méthode de diffusion sur gélose
(Osato 2009, Liao et al., 2010). Cette méthode repose sur le méme principe que celui des tests
d’antibiogramme, c¢’est-a-dire ’application de patchs imprégnés d’extraits de plantes sur des
milieux de culture ensemencés de microorganismes. Elle permet de déterminer 1’activité
inhibitrice de croissance bactérienne par la mesure du diameétre de la zone d’inhibition autour

du disque (Sharififar et al., 2007).

11.2.5.1.1 Préparation d’inoculum bactérien

Selon, Lesueur et al., (2007), les souches bactériennes ont été revivifiées dans un bouillon
nutritif a 37°C pendant 24 heures. Puis des gouttelettes de suspension bactérienne sont
ensemencées en strie (méthode des stries) dans des boites de pétri contenant le milieu Mueller
Hinton. Apres incubation, un ou plusieurs colonies bien isolées de chaque type de bactéries sont
prélevées et mises en culture dans 10 ml de bouillon nutritif. Aprés 24 heures d’incubation a
37°C dans I’¢étuve, on effectue des dilutions de la suspension afin de standardiser 1’inoculum.

Ce dernier doit étre dilué pour mesurer leur densité optique a I’aide d’un spectrophotomeétre.

11.2.5.1.2 Protocol expérimental

Les extraits de plante; méthanolique, chloformique, acétate d'ethylique et butanolique sont
dissous dans le diméthylsulfoxide (DMSO). Chaque extrait est dissous dans un 1 ml du solvant
indiqué.

Des disques de 6 mm de diamétre découpés a partir de papier Wattman, stérilisés et imprégnés
a raison de 15 pL par disque de différentes concentrations d’extrait aqueux (100 mg/ml, 50
mg/ml et 25 mg/ml) sont déposés a la surface d’un milieu préalablement ensemencé. Ainsi,
chaque boite recoit quatre disques.

Apres une incubation a 37°C pendant 24 h, les zones d’inhibition formées autour des disques
ont été mesurées a I’aide d’un pied a coulisse. Chaque essai a été répété trois fois dans les

mémes conditions expérimentaux (Bammou et al., 2014).
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Le tableau suivant montre la sensibilité des souches aux différents extraits

Tableau 3 : Estimation de la sensibilité des souches (Moreira et al., 2005).

Diameétre de la zone d’inhibition Sensibilité des souches
(mm)
d<7 non sensible / résistante (-)
d[7-14] sensible(+)
d [15-19] tres sensible (++)
d> 20 extrémement sensible (+++)

11.2.5.1.3 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est définie comme étant la concentration minimale de 1’extrait qui inhibe la croissance
d’au moins 90 % de la population bactérienne apres un temps d’incubation de 18 a 24 heures a
37°C (Skandamis et al., 2001). La détermination des CMI des extraits de plantes, vis-a-vis des
souches bactériennes été réalisée selon la technique de la macro méthode de dilution en milieu

liquide (Doughari et Manzara, 2008).

11.2.5.2 Méthode de micro-dilution en milieu liquide

Selon (Okusa et al., 2007), la méthode en milieu liquide a pour objectif de déminer les valeurs
des parameétres antimicrobiens dont la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la
concentration minimale bactéricide (CMB).

11.2.5.2.1 Protocol expérimental

Chaque tube est ensemencé a I’aide d’un inoculum standardisé d’un nombre précis de cellules.
Aprés homogeénéisation, le mélange fut incubé a 37°C pendant 3 a 5 heures pour donner une
suspension a partir de laquelle 1 ml fut préleve et ajouté a 9 ml de bouillon

Mueller-Hinton. La gamme de concentrations finales s’échelonne de 100 mg/ml a 6,25 mg/ml.
Aprés une incubation de 18 a 24 heures a 37°C, la CMI des extraits est déterminée
macroscopiquement via observation de turbidité. Elle correspond a la concentration du premier

tube ou aucune croissance du germe testé n’est visible a 1I’ceil nu (Chabbert, 1982).
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Colonies

Culture
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pures
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en boite et

incubation.

émulsionner
M dans des tubes
Standardiser de bouillon
(ajuster) avec Incubation dans I’étuve a nutritif (BN).
I’éthanol de <:| 37°C pendent 24H.
Mac Farlan.
—

Etaler 1ml de la suspension bactérienne standardisée a la surface du milieu Mueller-Hinton coulé en

boite de pétri puis éliminer le surplus de la suspension.

Il

Imprégner les disques diluée dans le solvant (boite testée) ou de solvant uniquement (boite

témoain).

&

Placer les disques sur la surface du milieu Mueller-Hinton coulé en boite

de pétri.

3|

Incubation dans I’étuve a 37°C pendant 24H.

.

Lecture des résultats : Mesure des diamétres des zones d’inhibition autour des disques.

Fig. 25: Protocole représentant les étapes du test de I’activité antimicrobienne.
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Chapitre 111 : Synthése

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés existants
chez la plante par les réactions qualitatives de caractérisation. Des tests phytochimiques réalisés
par Mebarki et al., (2013) ont montré qu’Anvillea radiata contient des tanins, des flavonoides,
des acides gras, des stérols et des saponisides. IIs ont signalé I’absence de composés réducteurs
et les alcaloides dans les fleurs actives spécifiques a chaque famille de composé.

A. radiata est riche en flavonoides. Ce sont des molécules intéressantes avec de nombreuses
activités biologiques. Ainsi, la teneur en métabolites secondaires dépend de plusieurs facteurs
comme 1’origine géographique, les facteurs écologiques notamment climatiques soit la
température et I’humidité, D’espece végétal elle-méme, 1’organe végétal, le stade de
développement, la période de cueillette, la conservation du matériel végétal et la méthode
d’extraction (Granger et al, 1973 ; Rosua et Granados, 1987 ; Fournier et al., 1989 ; khajeh
et al., 2004 et 2005 ; Viljoen et al., 2006 ; Sefidkon et al., 2007). Ainsi, la teneur en
métabolites secondaires est liée au moment de la récolte. En ce qui concerne les huiles
essentielles, les sommités fleuries et les feuilles doivent étre récoltées avant la floraison. Car
selon Salle et Pelletier (1991), aprés la floraison, 70% des huiles essentielles s’évaporent dans
I’air. Par contre, la plante entiére est généralement récoltée pendant la floraison (Fllck, 1942).
L’activité antimicrobienne était déterminée par la présence ou I’absence de zone d’inhibition
autour des disques. L’extrait aqueux des feuilles d’A. radiata peut étre expliqué par la présence
dans celles-ci de substances hydrosolubles dotées d’une action inhibitrice sur la croissance
bactérienne. Différentes études ont révéelé que tous les extraits d’A. radiata montrent une
inhibition de la croissance vis-a-vis de toutes les espéces avec des zones d’inhibition variantes,
notamment 1’extrait butanolique et I’extrait méthanolique.

De méme pour certain germe pathogene, on peut remarquer une activité antimicrobienne tres
intéressante pour les deux extraits ; méthanolique et butanolique. En outre, les bactéries a Gram
(+) ont été plus sensibles que celles & Gram (-). Cette sensibilité est en relation avec la capacité
du génotype de la souche bactérienne a développer une résistance, la composition de 1’extrait
et la concentration des métabolites (Al-Reza et al., 2010).

En effet, il a été rapporté que la partie aérienne d’A. radiata contient divers composes chimiques
a savoir les alcaloides, les flavonoides, les terpénoides, les saponines, les stérols et les tanins
(Djellouli et al., 2013). Aussi, I’extrait au méthanol d’A. radiata obtenu par macération a
montré une bonne activité contre les bactéries Gram (-) (Javidnia et al., 2009).

Une recherche supplémentaire sur la composition chimique de chaque extrait est plus que

nécessaire pour comprendre 1’évaluation de composés présentant une activité antimicrobienne.
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Par ailleurs, les tests d'activité antimicrobienne effectués selon la méthode de diffusion en puits
par Rustaiyan et al., (2011) ont montré que 1’huile essentielle de feuilles d’A. radiata était tres
active sur des souches bactériennes Gram (+) et Gram (-). Les mémes auteurs ont confirmé que
les extraits chloroformiques de la partie aérienne d’A. radiata ont une maximum d’activité
antibactérienne que les extraits méthanoliques et acétoniques. En outre, 1’effet antibactérien des
extraits de plantes dépend d'un certain nombre de facteurs tels que, la période de récolte, les
conditions édaphoclimatiques, la méthode d’extraction, la composition chimique, la solubilité
dans les divers solvants, ainsi que les types de microorganismes testés et les conditions de
réalisation des tests (Al-Reza et al., 2010 ; Obeidat et al., 2012).

Les travaux obtenus montrent que les extraits chloroformique et acétate d’éthyle ont un effet
inhibiteur élevé envers la croissance de toutes les souches bactériennes par- rapport aux extraits
polaires a savoir 1’extrait méthanolique et I’extrait butanolique. Plusieurs études ont rapporté
aussi que les extraits aqueux de différentes plantes de la famille des Astéracées ne présentent
aucune activité antibactérienne. Alors que les extraits organiques et les huiles essentielles de
ces plantes inhibent tres significativement la croissance des souches testées (candan et al.,
2003), (Sokmen et al., 2004).

E



CONCLUSION



Conclusion:

Conclusion

Les plantes médicinales sont considérées comme source de matiere premiere essentielle pour
la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments.
Elles restent toujours la source fiable des principes actifs connus par leurs propriétés
thérapeutiques. Dans ce contexte nous nous sommes intéressés a I’étude des effets biologiques
notamment 1’activité antimicrobienne d’Anvillea radiata de la famille d’4steraceae.

Les tests phytochimiques réalisés par les réactions de caractérisation ont permis de caractériser
la présence des différentes familles de composés, comme les flavonoides, les saponosides, les
tanins et les terpenes en quantités variables dans la partie aérienne de la plante.

L’étude de I’activité antibactérienne sur les différentes souches pathogeénes montre que I’extrait
chloroformique et I’huile essentielle de la plante possede une bonne activité antimicrobienne.
En se basant sur des données bibliographiques, on note que les extraits d’Anvillea radiata ont
des bonnes activités biologiques en particulier la fraction acétate d’¢thyle. Ainsi, il apparait que
le macérat des feuilles d’Anvillea radiata posséde un important pouvoir antibactérien dépendant
des germes pathogenes résistants aux antibiotiques, avec des diameétres d’inhibition élevés et
des CMI moyennes.

Aussi, cette étude bibliographique confirme d’une part 1’efficacité de 1'usage de la partie
aerienne notamment les feuilles d’A. radiata en pharmacopée traditionnelle et d’autre part
ouvre la perspective d’élaboration de nouveaux produits antibactériens.

Toutefois, ce travail ne constitue qu'une premiére étape dans la valorisation de cette espece.
Cette analyse trouve une importante application dans 1’industrie pharmaceutique, comme elle

peut trouver aussi une application dans 1’industrie alimentaire.
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Résumé

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales de la flore saharienne, on s’est intéressé
a I’étude de I’endémique algéro-marocaine Anvillea radiata (Coss et Durieu). Le screening
phytochimique a révélé une grande richesse en métabolites secondaires soit les alcaloides, les
flavonoides, les tanins, les composés phénoliques, les coumarines, les terpénes notamment les
huiles essentielles. Il est a noter que ces composés sont dotés d’une activité antimicrobienne
redoutable.

Le but de cette étude consiste a évaluer I’activité antimicrobienne des huiles essentielles
récupérées a partir de la partie aérienne d’Anvillea radiata par le test de diffusion sur disque en
milieu gélosé et le test de micro-dillution en milieu liquide. L’effet antimicrobien est déterminé
via la mesure du diamétre des zones d’inhibition et la détermination de la concentration
minimale inhibitrice « CMI ». Il est a noter 1’extrait chloroformique et ’huile essentielle de la
plante possede une bonne activité antimicrobienne.

Mots clés : Anvillea radiata, effet antimicrobien, plantes médicinales, huile essentielle.



Abstract

As part of the promotion of medicinal plants from the Saharan flora, we are interested in the
study of the Algerian-Moroccan endemic Anvillea radiata (Coss and Durieu). Phytochemical
screening revealed a great wealth of secondary metabolites, namely alkaloids, flavonoids,
tannins, phenolic compounds, comarins, terpenes, in particular essential oils. It should be noted

that these compounds have a formidable antimicrobial activity.

The aim of this study is to evaluate the antimicrobial activity of essential oils recovered from
the aerial part of Anvillea radiata by the agar disc diffusion test and the liquid micro-dillution
test. The antimicrobial effect is determined by measuring the diameter of the zones of inhibition
and determining the minimum inhibitory concentration "MIC". It should be noted the

chloroform extract and the essential oil of the plant has good antimicrobial activity.

Keywords: Anvillea radiata, antimicrobial effect, medicinal plants, essential oil.
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