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Introduction

Introduction

Au cours des décennies passées, l'intérét public pour les thérapies naturelles a
considérablement augmenté dans les pays industrialisés. L importation annuelle rapportée a
1'échelle mondiale des plantes pharmaceutiques constitue une moyenne de 400.000 tonnes d'une
valeur de 1,224 millions de dollars. Le commerce international est dominé par seulement
quelques pays. L’utilisation de ces plantes comme médicaments est une tradition de longue
date. Elle remonte pratiquement au commencement de I’humain (EI houad et a/., 2018).Dans
le monde, les plantes ont toujours été utilisées comme médicaments. Les médicaments a base
de plantes sont considérés comme peu toxiques et doux par rapport aux médicaments
pharmaceutiques (Dibong et al., 2011).

En Algérie, les plantes médicinales forment un groupe relativement important mais avec
un nombre modeste d’especes étudiées pour une ou plusieurs activités biologiques ou d’un point
de vue phytochimiques. Parmi les nombreuses plantes médicinales encore non étudié¢es qui
peuplent la riche flore algérienne, réservoir inestimable de molécules bioactives, nous avons
sélectionné une espece végétale du GenreEuphorbiia bupleuroids subsp. Appartenant a la
famille de Euphorbiiaceae pour une étude phytochimiques et biologique.

Pour la réalisation de cette étude nous avons divisés le travail en trois chapitres :

. Le premier chapitre est consacré a une synthése bibliographie sur la phytothérapie,
I’espéce étudiée et les insectes utilisés dans notre étude.

. Le deuxiéme chapitre est consacré aux différentes tests et techniques pour évaluer
I’activité antibactérienne, anti insecticide, antimoissisure et aussi le criblage phytochimiques.

o Le troisiéme chapitre est consacré a la présentation et la discussion des résultats obtenus.
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Chapitre I : Généralités sur les plantes médicinales

Chapitre I : Synthese bibliographique

1. Généralité sur les plantes médicinales

Les plantes médicinales (PM) sont utilisées depuis toujours comme une source pour le
traitement de maladies et I’amélioration de la santé humaine (Azmir et al., 2013).L’organisation
mondiale de la sant¢ (OMS) a estimé que 80 % des habitants de la planete s’appuient
principalement sur les médicaments traditionnels pour leurs soins de santé primaires et que la
majorité implique 1’utilisation d’extraits de plantes (Farnsworth et al., 1985).

PM font partie de notre quotidien. On les retrouve dans nos aliments, les produits
pharmaceutiques, les cosmétiques, les parfums, les colorants... Dans les aliments, ils sont
couramment utilisés pour leur gotit, leur couleur et leur saveur, notamment des propriétés
antioxydants, antimicrobiennes, médicinales et nutritionnelles (Peter et al., 2012).

Une plante médicinale est une plante utilisée pour ses propriétés thérapeutiques. Cela
signifie qu’au moins une de ses parties peut étre employée dans le but de se soigner.

Leur efficacité releve de leurs composés, trés nombreux et treés variés en fonction des
especes, et qui présentent des effets thérapeutiques différents. Exemples: ’absinthe (troubles
de la digestion); le lin (constipation). Selon ’OMS, plus de 20000 plantes utilisées dans le
monde pour ses propriétés médicinales, seulement 2000 a 3000 plantes ont ét¢ étudiées au
niveau scientifique. On appelle plante médicinale toute plante qui renferme un ou plusieurs
principes actifs capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies (Aili et al, 1999, cités par
Boughara, 2016) ; et parfois toxique selon son dosage. Les plantes médicinales représentent
une source considérable et permanente pour I’extraction de principe actif.

Les plantes médicinales sont des drogues végétales au sens de la Pharmacopée
européenne dont au moins une partie posséde des propriétés médicamenteuses. Il est peu
fréquent que la plante soit utilisée enticre, le plus souvent, il s’agit d’une ou de plusieurs parties
qui peuvent avoir chacune des utilisations différentes (Vercauteren, 2012).

Les plantes médicinales représentent autant de gisements non encore explorés de
molécules biologiques, qui peuvent étre a 1’origine « d’écoproduits » pour les quelque cing
mille espeéces de végétaux vasculaires de la Guyane et ouvrir de nouveaux marchés qui
contribueront par leur valorisation au développement économique au méme titre que d’autres
produits forestiers. Considérant que les raisons économiques sont plus fortes que les convictions
idéologiques, les écologistes, en particulier anglo-saxons, ont développé ces derniéres années
une argumentation économique se voulant plus percutante que celle avancée jusqu’alors. Les

travaux d’évaluation économique de la diversité biologique se sont multipliés des le début des
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années 1990 (Principe 1991 ; Levéque&Glachant 1992), tendant & démontrer que les efforts
financiers nécessaires a la préservation de la diversité biologique se justifient non seulement
pour des raisons éthiques mais aussi économiques. L’argumentation porte en particulier sur la
valeur monétaire potentielle que I’on peut attribuer aux substances thérapeutiques qui restent a
découvrir dans les régions tropicales a forte diversité biologique.

La plupart des espéces végétales qui poussent dans le monde entier possedent des vertus
thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur
I’organisme.

On les utilise aussi bien en médecine classique qu’en phytothérapie: elles présentent en
effet des avantages dont les médicaments sont généralement démunis (Chevallier, 2001).

1.1. Phytothérapie et utilisation des plantes médicinales

Le terme«phytothérapie» est dérivé de deux racines grecques, « photon » et «thérapie»,
signifiant respectivement «plante» et "traitement".

La phytothérapie est une discipline allopathique qui utilise des plantes, des parties de
plantes ou des préparations a base de plantes (Wichtl et Anton, 2003), qu’elles soient ingérées
ou utilisées en application externe, pour prévenir et traiter certains troubles fonctionnels et/ou
pathologiques. Depuis 1987, la phytothérapie est reconnue comme une discipline a part entiere
par I’Académie de médecine (Institut Européen des Substances Végétales, 2008). Il ne faut pas
confondre cette pratique avec la phytopharmacie, qui désigne 1’utilisation de substances pour
traiter les plantes, telles que les pesticides, les fongicides, les herbicides et les insecticides.

On distingue deux types de phytothérapies, le premier est la phytothérapie traditionnelle
qui utilise des plantes pour traiter les symptomes d’une affection en se basant sur 1I’expérience
empirique. Elle est recommandée pour les pathologies saisonnieres, les troubles
psychosomatiques, digestifs ou dermatologiques. La seconde est la phytothérapie clinique qui
est une approche globale du patient, ou le traitement est déterminé en fonction de 1’examen
clinique et de I’environnement du patient (Prescrire, 2007 ; Moreau, 2003)

1.2. Substance bioactive

Substance bioactive est une molécule ayant une utilité thérapeutique préventive ou
curative pour I'homme ou I'animal. Cette molécule est contenue dans une drogue végétale ou
une préparation a base de cette derniere. La drogue végétale est considérée comme un principe
actif dans son ensemble, quels que soient les composants qui ont un effet thérapeutique, qu'ils
soient connus ou non (Pelt, 1980).

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées par

les plantes autotrophes. Ces métabolites sontgénéralement caractérisés par leurs
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faiblesconcentrations dans les tissus végétaux (généralement quelques pourcents du carbone
total) (Newman et Cragg, 2012). Ces derniers n’exercent donc pas de fonction directe au niveau
des activités fondamentales de la plante. Leur absence n’entraine pas une mort immédiate mais
peut cependant limiter la survie, la fécondité ou I’apparence d’un organisme (Guignard, 1996).

Les métabolites secondaires sont biosynthétisés a partir de métabolites primaires et
jouent un rdle majeur dans les interactions de la plante avec son environnement, contribuant
ainsi a la survie de ’organisme dans son écosystéme. Ils ont essentiellement pour rodle
d’accroitre la compétitivité de I’organisme qui les biosynthétisés en lui conférant un avantage
sur d’autres organismes (Coffiet al., 2012).

1.2.1. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires dépassant actuellement 100 000 substances identifiées, ils
appartiennent a trois grandes familles :

o Les composés aromatiques ou polyphénols (acides phénoliques, flavonoides,
banthocyanidines, tanins) et les quinones.

o Les trapézoides et leurs dérivés.

o Les alcaloides.

Les composés phénolique peuvent €tre regroupés en de nombreuses classes qui se
différencient d’abord, par la complexité du squelette de base ensuite, par les degrés de
modification de ce squelette (degrés d’oxydation, d’hydratation, de méthylation...) et enfin, par
les liaisons possibles de ces molécules de base avec d’autres molécules : glucides, lipides,
protéines, autres métabolites secondaires pouvant étre ou non des CP (Sarni-Manchado et
Cheynier, 2006).
> Polyphénols

Les composés phénoliques naturels proviennent essentiellement de la lignine des
végétaux supérieurs (Martin & Haider, 1971). Les lignines de Gymnospermes et
d’Angiospermes peuvent, du fait de leurs différences de composition, étre distinguées par
I’étude de leurs produits d’oxydation (Hedges & Dale, 1979).

Les phénols peuvent avoir une origine anthropique. Les sources anthropiques
principales des phénols dans les milieux aquatiques sont généralement les industries pétrolieres
et les raffineries, les industries pharmaceutiques, les fonderies et les poudreries (Boyd &
Carlucci, 1993).La nature et la distribution des composés phénoliques obtenus dans chaque
¢échantillon dépendent donc de ’origine de la phase particulaire, des phénoménes physico-
chimiques et biologiques subis par celle-ci ainsi que de son degré de dégradation (Motamed &

Texier, 1999). Les polyphénols sont synthétisés par les plantes et constituent un groupe
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important de substances naturelles présentes dans le régne végétal. A ce jour, les scientifiques
en ont identifié plus de 8000, allant de molécules simples a des composés hautement complexes.
Ils sont regroupés en différentes classes aux noms sibyllins d’acides cinnamiques, d’acides
benzoiques, de flavonoides, de lignines et de lignines, de coumarines, de stilbénes, de tanins
Les polyphénols sont naturellement présents dans notre alimentation sous différentes formes
telles que les vitamines A, C ou E, les caroténes et certains minéraux comme le sélénium et le
zinc. On les retrouve en plus grandes quantités dans les fruits, les légumes et les céréales,
ainsique dans des boissons telles que le thé, le café et le vin. Parmi les nombreuses propriétés
bénéfiques présentées par les polyphénols (décrites en figure 1), On retrouve 1’activité
antioxydant. L’activité¢ ou potentiel antioxydant d’une molécule est sa capacité a diminuer ou
empécher 1’oxydation d’autres substances chimiques. Ces réactions d’oxydation peuvent
produire des radicaux libres qui, s’ils se trouvent en exces dans notre organisme, peuvent
dégrader nos cellules et entralner des réactions en chaine destructrices susceptibles de
provoquer différentes maladies. Les antioxydants sont des molécules capables d’interagir sans
danger avec les radicaux libres et de mettre fin a la réaction en chaine avant que les cellules ne
soient endommagées (Massaux, 2012).

La solubilité des composés phénoliques dépend de leur nature chimique dans la plante,
qui varie de composés simples a fortement polymérisés. Les matieres végétales peuvent
contenir des quantités variables d'acides phénoliques, phénylpropanoides, anthocyanines, et
tanins. Cette diversité structurale est responsable de la grande variabilité des propriétés physico-
chimiques influengant 1'extraction des polyphénols. Entre autre, la solubilit¢ des composés
phénoliques est affectée par la polarité du solvant utilisé. Par conséquent, il est tres difficile de
développer un procédé d'extraction approprié a l'extraction de tous les composés phénoliques
de la plante (Mahmoudi, Khali, & Mamoudi, 2013). Les polyphénols constituent une grande
classe chimique. Ces métabolites secondaires des végétaux disposent d’une extréme variété de
structures et d’activitésbiologiques. Actuellement, les études portant sur les polyphénols
connaissent un grand essor. Une grande partie d’entre elles a été réalisé afin d’informer et de
sensibiliser les consommateurs et les pouvoirs publics sur I’intérét des fruits et Iégumes riches
en polyphénols, antioxydants naturels aux forts potentiels antioxydants et cytoprotecteursc. A
titre d’exemple, plusieurs enquétes épidémiologiques ont montré les effets bénéfiques de la
consommation des fruits et des [égumes ayant une forte concentration en composés phénoliques
dans la prévention des maladies liées au stress oxydant telles que les maladies cardiovasculaires,

les maladies cérébraux vasculaires, les maladies métaboliques et le cancer un des effets
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protecteurs des antioxydants alimentaires contre les maladies liées au stress oxydant es dii a

leur contribution dans le maintiend’homéostasie redox des cellules (Bouayed et a/ .,2008).

T Activité .

Bienfaits antioxydante Action
cardiovasculaires antiulcéreuse
Activité Activité

antibiotique e | POHEHBHOLS = antivirale

Action Propriétés

anti-inflammatoire Activité enzymatique antitumorales
et hormonale

Figure 1 : propriétés des polyphénols (Massaux, 2012)

> Terpénes et huiles essentielles

Les terpénes sont des hydrocarbures formés par la combinaison de plusieurs unités
isoprene (Cs Hg). Ils sont synthétisés au sein du cytoplasme de la cellule végétale ; leur synthése
se fait dans la voie de I’acide mévalonique a partir de I’acétyle CoA. Les terpénes contiennent
un squelette hydrocarboné qui peut étre réarrangé en une structure cyclique par les cyclasses.
Les terpénes les plus courants sont les monoterpénes (C1oH1¢) et les sesquiterpenes (C15Hyy,),
mais des chaines plus longues, comme les diterpénes (C,oH,3), les triterpénes (C3oHyo), ete.
Sont également présentes dans la cellule végétale. Permis les terpénes, le p-crymene, le
limonéne, le terpinene, le sabonéne et le pinéne sont les plus connus. La plupart des terpénes
ne possedent pas une activité antimicrobienne inhérente élevée. Le p-cryméne, 1'un des
composants les plus importants de de ’HE de thyme, ne présente pas d’activité antimicrobienne
contre de nombreux pathogeénes a Gram négatif. D’autre terpeénes, tels que le limonéne, I’a-
pinéne, le B-pinene, 1’y-terpinéne 8-2-caréne, le (+) sabinéne et I’a-terpinéne ont montré une
activité¢ antimicrobienne trés faible ou nulle contre 25 genres de bactéries. Ces testsin vitro
indiquent que les terpénes présentent une activité antimicrobienne inefficace lorsqu’ils sont
utilisés comme composés singuliers (Nazzaro, etal., 2013).

Origine de I’huile essentielle de terebenthine désigne le composé terpénique huileux
issu de I’hydro distillation de la gemme de pin. Il est également appelé composé terpénique,
terpenes de pin, oléorésine de pin, térébenthine de Bordeaux... Du fait de son odeur agréable,
cette HE est largement utilisée dans I’industrie pharmaceutique, celle des parfums, des additifs

alimentaires... Elle aromatise de nombreux produits chimiques d’usage courant (produits
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ménagers et longtemps considérés comme métabolistes secondaires, les constituants volatils
ont un rdle encore mal défini dans la plante. Nous nous contenterons d’énumérer ici quelques
hypothéses. Indépendamment des théories avancées, il semble que les compositions tres variées
des huiles essentielles autorisent des messages complexes et sélectifs si bien que chercher un
role propre a chaque constituant parait illusoire.

D’apres Verschaffelt, 1910, les essences constituent un moyen de défense contre les
prédateurs en modulant les comportements trophiques de ceux-ci vis a vis des plantes. Les
constituants des huiles essentielles sont considérés par LUTZ comme des modérateurs
desréactions d’oxydation intramoléculaire protégeant la plante contre les agents
atmosphériques. Selon lui, certains de ces composés se comportent aussi comme source
d’énergie a la suite d’une baisse de 1’assimilation chlorophyllienne (Lutz, 1940).Bouquet
considére que certains de ces produits seraient des composés intermédiaires dumétabolisme et
qu’ils se trouveraient a 1’état libre durant certaines périodes en relationavec ’activité végétale
de la plante (Bouquet, 1972).

Les travaux de NICHOLAS ont montré que les mono et sesquiterpenes peuvent jouer
des roles aussi importants dans la relation des plantes avec leur environnement. C’est le cas du
1,8-cinéole et du camphre qui inhibent la germination des organes infectés ou la croissance des
agents pathogenes issus de ces organes (Nicholas, 1973). ERMAN dégage lui, le role
incontestable des huiles essentielles dans la pollinisation et la dispersion des diaspores grace a
leur pouvoir attracteur sur les insectes pollinisateurs, relation d’une grande importance
écologique et physiologique (Erman, 1985). BRUNETON estime que la volatilité et 1’odeur
marquée de ces essences en font des éléments de la communication chimique (Bruneton, 1987).
Enfin, une mise au point de CROTEAU montre que les huiles volatiles auraient en réalité un
rolede mobilisateur d’énergie lumineuse et de régulateur thermique au profit de la plante.
Ellesréguleraient la transpiration diurne en absorbant les rayons ultraviolets par
leursconstituants insaturés. La présence et la teneur des plantes en huile essentielle seraient

donc en rapport avec la photochimie (Croteau, 1986).
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Tannins Tannins
condenseés hydrolysables

Figure 2: Structure chimique des tanins.
> Les saponosides

Le saponoside (ou saponine) est un hétéroside généralement d’origine végétale formé
d’une géninede type triterpéne ou stéroide appelée sapogénine, possédant un ou des
groupements osidiques. Les saponosides sont un vaste groupe de glycosides, largement
distribués chez les plantes supérieures, leurs propriétés tensio-actives les distinguent des autres
glycosides. Ils se dissolvent dans I'eau pour former des solutions moussantes colloidales par
agitation (Tyler et al., 1981). Ils sont capables d’agir par la perméabilité des membranes
cellulaires.

Les saponosides sont généralement connues en tant que composés non-volatils, tensio-
actifs, elles sont largement distribués dans la nature, survenant principalement dans le régne
végétal (Lasztity et al., 1998; Oleszek, 2002; Hostettmann et Marston, 2005). Le nom «
saponine » est dérivé du mot latin sapo, qui signifie « savon », parce que les molécules de
saponoside forment des solutions moussantes quand on les mélange avec de l'eau.
Structurellement et chimiquement, ce sont des molécules glycosidiques triterpéniques et
stéroidiques. Cette combinaison structurelle d’éléments polaires et non polaires (caractere
amphiphile), explique leur comportement de savon dans les solutions aqueuses (Oleszek, 2002).
Les saponosides ont un large éventail de propriétés, qui incluent leur goit doux et amer
(Grenby, 1991; Kitagawa, 2002; Heng et al., 2006 ), des propriétés émulsifiantes a travers leur
capacité de former des mousses ( Price et al., 1987 ), et des propriétés pharmacologiques telles
que les effets analgésiques et antidépresseurs, d’extrait methanolique de quelques especes
appartenant au genre Zygophyllum , (Attel¢ et al. , 1999), des propriétés hémolytiques (Oda et

al., 2000 ; Sparg et al., 2004), ainsi que des activités antimicrobiennes, insecticides,
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molluscicides (Sparg et al., 2004). Les saponosides ont de nombreuses applications, on les
retrouve dans les boissons et les confiseries, ainsi que dans les cosmétiques (Price et al., 1987;
Petit et al., 1995; Uematsu et al., 2000) et dans les produits pharmaceutiques (Sparg et al.,
2004).

Leur diversité structurelle est énorme, par conséquent, lorsque le terme " saponoside"
est employé¢, il doit continuer a refléter une certaine valeur dans la classification du produit
naturel, et il doit étre défini plus précisément. Parce que les connaissances des structures
chimiques des produits naturels (par exemple des saponosides) et leurs voies biosynthétiques,
ont considérablement avancg, il est devenu possible, de nos jours d’avoir une classification plus
précise. Ces progres ont stimulé la classification des produits naturels a partir de la voie
biosynthétique de leur squelette de carbone (Devon et Scott, 1972; Connolly et Hill, 1991; Xu
et al., 2004). En outre la classification peut étre basée sur les transformations ultérieures de la
voie de biosyntheése des principaux squelettes de ces carbones, tels que des réarrangements
mineurs, type d’oxydation, homologation des mod¢les, ou de dégradation, conduisant au
réarrangement, seco/homo/ni-composés. Plusieurs commentaires ont été¢ publi€s au cours des
deux derniéres décennies, en mettant 1'accent sur la biosynthése, 1’isolement, la structure,
¢lucidation, et les activités biologiques des saponines Kulshreshtha et al., 1972; Mahato et al.,
1992 ; Mahato et Nandy, 1991 ; Mahato et Sen, 1997; Tan et al., 1999; Connolly et Hill, 2000;
Sparg et al., 2004). (Chemat & Lucchehesi, 2005)Les cosmétiques (Price et al., 1987; Petit et
al., 1995; Uematsu et al., 2000) et dans les produits pharmaceutiques (Sparg et al., 2004).
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Figure 3 : structure des 11 principales classes des squelettes de saponines et leurs
dérives.
> Alcaloides

Pour certaines plantes on notera la présence d'alcaloides de plusieurs groupes ou celle
de deux sortes d'alcaloides du méme groupe. Il existe aussi des alcaloides qui participent a la
fois de deux groupes de noyaux : pyridine et pyrrole pour la nicotine, indolecisoquinoléine pour
des bases figurant surtout dans les Apocynacées et les Huhiacées (yohimbine, réserpine, etc.),
indole et tropane pour la gelsémine selon sa formule la plus récente. De tels corps doivent étre
mentionnés dansla série la plus représentative de leurs caracteres. Une association trés curieuse
juxtapose phénanthréne et isoquinoléinc (noyau aporphinc).On en rencontre plusieurs cas, mis
en ¢évidence sur le tableau a cause de leur analogie extréme.Indispensable, dans la mesure ou
leur répartition parmi les plantes peul étre significative. Il est normal de considérer les hases de
structure simple trouvées, parfois abondamment, dans les végétaux comme des ébauches
d'alcaloides, des protoalcaloides, suivant I'expression de Pictet. C'est le cas des méthyla-mines
(Mercuriales, Aubépine), de la tyramine (Ergot de Seigle, Chardon Marie), de I’oxytyrayamine
(Genét a halais), de la choline (nombreux Champignons, Noix d'Arec, Strophanthus, Ballote,
etc.), de la bélaine (Betterave, Lyciets).Tous les autres corps rentrant dans la définition que nous
avons données ont des alcaloides. Presque tous comportent des hétérocycles figurant tels quels
dans la molécule ou juxtaposés selon des assemblages plus ou moins complexes. Il en est tres
peu qui soient de nature acyclique ou dont l'azote se trouve fixé sur une chaine latérale.
(Bézanger, 1958).

Les métabolites secondaires, dont les alcaloides sont inégalement répartis parmi les
plantes, et varient qualitativement et quantitativement au sein des organes végétatifs d’une
méme plante. Ils sont produits dans un organe, tissu ou type cellulaire spécifique a des stades
particuliers du développement de la fleur, du fruit, de la graine ou de la plantule. Ils sont souvent
synthétisés dans une partie de la plante et stockés dans une autre .Les feuilles, les écorces et les
racines sont le siége par excellence de la biosynthése et méme du stockage des métabolites
secondaires responsables des propriétés biologiques de la plante .on distingue les alcaloides
vrais dérivant d'acides aminés et comportant un atome d'azote dans un systéme hétérocyclique.
Ce sont des substances douées d'une grande activité biologique, méme a faibles doses. Ils
apparaissent dans les plantes, soit sous forme libre, soit sous forme d'un sel, soit comme N
oxide. Les protoalcaloides qui sont des amines simples, dont 1'azote n'est pas inclus dans un
hétérocycle. Ils dérivent aussi d'acides aminés. Les pseudo-alcaloides ne sont pas dérivés

d'acides aminés. Ils peuvent cependant étre indirectement liés a la voie des acides aminés par
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l'intermédiaire d'un de leurs précurseurs, ou d'un de leurs postcurseurs (dérivés). Les plantes de
la famille des Solanaceae, des Apocynaceae et des Rubiacée sont pour la plupart des plantes
riches en divers alcaloides. Les alcaloides interviennent dans les mécanismes de défense des
plantes contre les herbivores. La solanine, la caféine, chaconine, 'aconitine sont par exemple
des alcaloides présents dans les graines, les feuilles et les fruits de différentes plantes ou elles
agissent comme des défenseurs naturels. En effet, elles sont toxiques pour les insectes,
paralysant ou tuant ceux qui s'en nourrissent (Yiyang et al., 2014).

> Flavonoides

Les composés phénoliques ou Les polyphénols sont des molécules organiques
synthétisées par les végétaux lors du métabolisme secondaire, possédant un ou plusieurs cycles
aromatique, avec un ou plusieurs groupes hydroxyle (Liu RH, 2004). Ils constituent les
principes actifs de nombreuses plantes médicinales. On les trouve, d’une manicre générale, dans
toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers organes: racines, tiges,
bois, feuilles, fleurs et fruit (Dehak K, 2013).Les polyphénols jouent un role important dans les
interactions de la plante avec son environnement physico-chimique et biotique en particulier
dans les relations avec les microorganismes symbiotique ou pathogeéne (Macheix et al., 2005).
En plus de leur rdle dans les plantes, les composés phénoliques dans notrealimentation offrent
des avantages pour la santé associés a un risque réduit de maladies chronique, posseédent des
propriétés anti-inflammatoire, antiallergique, antioxydants et protégent contre les maladies
dégénératives comme les maladies cardiaque et le cancer (Gani A et al., 2012).

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6 000 composés naturels qui sont
quasiment universels chez les plantes vasculaires .Ils constituent des pigments responsables des
colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux .Les flavonoides sont
rencontrés dans les fruits. Les flavonoides sont retrouvés également dans plusieurs plantes
médicinales. Des reméedes a base de plantes renfermant des flavonoides ont été et sont utilisés
en médecine traditionnellede par le monde (Ghedira, 2005).Notamment de flavonoides. Une
trentaine de composés ont été identifiés, dont des acides phénols, des flavones, flavonols et
flavnones. Ces substances phénoliques se trouvent dans les sécrétions de bourgeons et exsudats
de divers organes des plantes. Elles posseédent certaines activités biologiques : germicide, anti-
inflammatoire. Ainsi, des effets bactériostatiques sont-ils attribués a la pinocembrine (flavone)
et a la galangine (flavonol). Ces substances pourraient se retrouver dans les miels. Elles peuvent
étre considérées comme des marqueurs de 1’origine florale (Amiot et al., 1989). Les composes
phénoliques sont principalement synthétisés a partir des hydrates de carbone via la voie de

I’acide Shiki Mique et la voie de 1’acétate, celles de 1’acide Shiki Mique conduisant, aprés trans-

12



Chapitre I : Généralités sur les plantes médicinales

amination et désamination, aux acides cinnamiques et a leurs dérivés et celles de ’acétate
conduisant aux poly-cétoesters ou polyacétates (malonate). La structure des composés
phénoliques va du simple noyau aromatique de faible poids moléculaire jusqu’aux tanins
complexes de trés haut poids moléculaire, et ils peuvent étre classés par le nombre et
I’arrangement des atomes de carbone qui les composent, en fonction de la nature de leur
squelette carbone et en fonction de la longueur de la chame aliphatique liée au noyau
benzénique (Cheynier etal., 1997). Les composes phénoliques sont capables de se conjuguer a
des oses ou a des acides organiques. Cependant les composes phénoliques peuvent étre répartis

en deux grands groupes : les flavonoides et les non-flavonoides (Chira et a/., 2008).

Figure 4 : Structure des flavonoides

1.3. Différentes méthodes extraction des substances naturelles
1.3.1. Extraction par Soxhlet

L’extraction d’une I’huile essentielles (HE) est nécessairement une opération complexe
et délicate. Elle a pour but, en effet, de capter et recueillir les produits les plus volatils, subtils
et les plus fragiles qu’élabore le végétal, et cela sans en altérer la qualité. Pour mesurer la
difficulté de I’entreprise, il suffit de garder présente a I’esprit la rapidité avec laquelle se dégage,
puis disparait ou se dénature, le parfum d’une fleur, méme la plus odorante, lorsqu’on en a
froissé les pétales. Une fois la cuticule cireuse des poches épidermiques brisée, 1’essence s’en
échappe et plusieurs molécules odorantes se dispersent dans 1’air ambiant. Extraction par
entrainement a la vapeur d’eau. C’est I’une des méthodes officielles pour 1’obtention des HE.

Dans ce systeme d’extraction, le matériel végétal est soumis a ’action d’un courant de
vapeur sans macération préalable. Les vapeurs saturées en composés volatils sont condensées
puis décantées dans 1’essencier, avant d’étre séparées en une phase aqueuse (HA) et une phase
organique (HE). L’absence de contact direct entre 1’eau et la matic¢re végétale, puis entre I’eau
et les molécules aromatiques, évite certains phénoménes d’hydrolyse ou de dégradation

pouvant nuire a la qualité de I’huile. De plus, le parfum de I’HE obtenue est plus délicat et la
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distillation, régulicre et plus rapide, fait que les notes de téte sont riches en esters (Boukhatem,
Ferhat, & Kamel, 2019).

Les fractions dites « de téte », fragrances treés volatiles dues a des molécules 1égeres,
apparaissent en premier. Le plus souvent, une demi-heure permet de recueillir 95 % des
molécules volatiles, ce qui suffit aux besoins de 1’industrie et de la parfumerie, comme pour la
lavande. L’emploi en aromathérapie impose de prolonger 1’opération aussi longtemps qu’il est
nécessaire afin de récupérer la totalité des composants aromatiques volatils. (Boukhatem,

Ferhat, & Kamel, 2019).

1.4. Méthodes d’analyse des extraits de plantes

1.4.1. Chromatographie en phase gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse est une des derniéres techniques a avoir été
employée pour 1’analyse des gaz des inclusions fluides. Son principe est basé sur la séparation
des composés gazeux par absorption différentielle sur un solide ou un liquide (la colonne
chromatographique). Le mélange gazeux a analyser est transporté par un gaz inerte (N, He,
Ar...) appelé gaz vecteur. Les caractéristiques physiques du milieu absorbant déterminent la
vitesse d’écoulement des gaz, celle-ci dépendant également de la géométrie, de la taille, du
poids des molécules gazeuses et de la température de la colonne. Chaque gaz n’est caractérisé
que par son temps de rétention. Seille la spectrométrie de masse permet une détermination réelle
de la nature des gaz (Curney, Pagel, & Touret, 1976).

Le role de la chromatographie est de séparer les constituants d’un mélange. La
chromatographie en phase gazeuse est réservée a 1’analyse de composés relativement volatils
et thermiquement stables. Le chromatographe en phase gazeuse est constitué¢ de trois modules
: un injecteur, une colonne capillaire dans un four et un détecteur. Il existe différents types de
détecteurs mais le spectrometre de masse tend aujourd’hui a supplanter tous les autres car c’est
le seul a fournir des informations structurales sur les composés séparés par chromatographie
(Bouchonnet & Libong, 2004).

1.4.2. Chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince est un procédé d'analyse au cours duquel les
substances a séparer migrent suivant une direction déterminée. La vitesse de déplacement des
substances dépend de leur affinité pour la phase mobile organique d'une part et des forces
d'adsorption dues a la phase stationnaire d'autre part (Kalla, 2012).

La CCM est trés Largement appliquée a la séparation de substances appartenant a toutes

les séries chimiques, depuis 1'ion minéral jusqu'a la particule de virus en passant par tous les
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composés de la chimie organique et les substances naturelles contenues dans les étres vivants.
Or, beaucoup de spécialistes et beaucoup d'utilisateurs se font une idée fausse de la
chromatographie sur couche mince; fausse parce que trop restrictive, parce que trop bien
adaptée a leur cas particulier. Il faut souligner que la définition que 1'on peut en donner ne peut
étre que technologique car, aucun principe nouveau n'est mis en ceuvre: ce sont seulement les
modalités expérimentales qui sont nouvelles, et il faut bien dire qu’en cela les améliorations des
procédés analytiques sont tellement considérables que toutes ces idées simples peuvent étre
qualifiées de géniales; alors que beaucoup d'autres méthodes analytiques s'acheminent vers |
‘utilisation d'appareil de plus en plus compliqués, l'analyse chromatographique en accroissant
ses possibilités va vers une simplification de plus en plus poussée (Roger, 1968).

1.4.3. Autre méthodes d’analyse

o Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse GC-MS,
HSPME...

. Chromatographie liquide a haute performance HPLC, HPLC-DAD, LCMS, HPLCMS,
MSMS...
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1.5. Activité antimicrobienne :

En raison de I’effet secondaire des produits chimiques antimicrobiens et de la résistance
que les micro-organismes pathogenes établissent contre les antibiotiques, beaucoup d’attention
a été prétée aux extraits bruts des plantes qui commencent a avoir beaucoup d’intérét comme
source potentielle de molécules naturelles bioactives. Ils font 1’objet d’études pour leur
éventuelle utilisation comme alternative pour le traitement des maladies infectieuses (Yakhlef
etal., 2011).Les activités antimicrobiennes des extraits de plantes dépendent de la nature et de
la structure des composés phénoliques. Par leur groupe hydroxyle, les composés phénoliques
ont une capacité de se lier aux protéines des membranes bactériennes pour former des
complexes. Ainsi, plusieurs études ont mis en évidence les activités antimicrobiennes des
extraits de plantes provenant de divers organes comme les feuilles, les graines et les fleurs. Les
composés antimicrobiens des plantes peuvent inhiber la croissance bactérienne par différents
mécanismes. En effet, on montre que l'action antimicrobienne des huiles essentielles et de leurs
extraits se déroule en trois phases:

. Attaque de la paroi bactérienne par les extraits, provoquant une augmentation de la
perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.

. Acidification de l'intérieur de la cellule, bloquant la production de I'énergie cellulaire et
la synthese des composants de structure.

. Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie. Les
antimicrobiens peuvent donc avoir une valeur clinique importante dans le traitement des
souches microbiennes résistantes.

En effet, On révéler que les huiles végétales et leurs extraits ont été utilisés dans
plusieurs produits comme des agents antimicrobiens y compris les produits alimentaires, les
produits cosmétiques et les produits pharmaceutiques aussi bien dans la médecine alternative
et les thérapies naturelles. Les micro-organismes qui ont montré de grandes zones d'inhibition
observées par la méthode de diffusion sur milieu gélose. L’activité antimicrobienne a été
évaluée par la méthode de diffusion dans la gélose (Aouadhi et al., 2013). La gélose MH a ¢été
ensemencée par inondation avec soit 2 ml de I’inoculum bactérien a environ 0,5 Mac Ferland
soit avec la suspension de C. gallicans diluée a 10-3, ’exces a été éliminé. Puis, les boites ont
¢été séchées 15 minutes sous la hotte a flux laminaire a la température ambiante, ensuite des
puits ont été réalisés dans la gélose. Enfin, 50 WI de I’extrait aqueux ont ét¢ déposés et les
boites incubées a 37°C/24h. Les activités antibactériennes ont été évaluées en mesurant, a l'aide
d'un pied a coulisse, le diametre de la zone d’inhibition induite par les extraits ou les

antibiotiques. Chaque test a été réalisé 2 fois (Yalla et a/,.2016).
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De la méme maniére, plusieurs auteurs ont signalé que les souches qui présentaient de
grandes zones d'inhibition (méthode de diffusion) ne sont pas toujours les plus sensibles car la
taille de la zone d'inhibition ne refléte pas I'efficacité antibactérienne du produit testé. Elle peut

étre affectée par la solubilité et I’évaporation de I'extrait (Aouadhi et al., 2013).

1.6. Activité anti moisissure

De maniére générale, les composés antioxydants peuvent piéger les radicaux libres et
augmenter la durée de conservation en retardant le processus de peroxydation des lipides, qui
est I’une des principales raisons de la détérioration des produits alimentaires et pharmaceutique
pendant le traitement et le stockage.(Ak & Giilgin, 2008) Les aliments sont exposés a la
détérioration par les bactéries et les moisissures et subissent des modification du gott, de leur
couleur et par conséquent la perte de la quantité des nutriments et de la sécurité de ces aliments.
L’utilisation des produits chimiques constitue la technique la plus utilisée pour lutter contre les
moisissures nuisibles. Cependant en raison des nombreux dangers que ces substances causent,
I’organisation mondiale de la sant¢ (OMG) a interdire ['usage de certaine fongicides chimiques,
c’est pour ca I'utilisation des plantes comme source naturelle des substances anti moisissures

pourraient étre une alternative naturelle aux conservateurs artificiels (Himed et al., 2020).

1.7. Activité insecticides

Les infestations d'insectes et d'acariens sont l'une des principales causes de la
détérioration et de la baisse de la valeur marchande des denrées entreposées. Malgré les progres
réalisés au niveau des méthodes de gestion appliquées durant l'entreposage et la diversité des
produits chimiques (fumigatoires, produits de contact, etc.), les ravageurs animaux continuent
a provoquer d'importants dégats au niveau des stocks. Cette situation découle en grande partie
de la capacité propre a ces ravageurs de s'adapter, de se multiplier et de se reproduire sous des
conditions relativement exposées. Ainsi, il a ét¢ démontré la résistance des insectes a de
nombreuses molécules chimiques (Sinha & Watters, 1985). Cette grande adaptabilité leur
permet également de se développer dans des milieux écologiques trés différents (Bourarach,
Sekkat, & Lamnaouer, 1994).

L’utilisation des insecticides a base de plantes médicinales, constitue une méthode
biologique, prometteuse pour la lutte contre les leishmanioses. En effet, les plantes se
caractérisent par une sélectivité importante vis a vis des espéces de vecteurs, par une
biodégradabilité et un respect de 1’environnement (Diaz, Boussaa, &Boumezzough, 2022).

Les plantes médicinales a activité insecticide, pourraient substituer les insecticides
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chimiques, en présentant des avantages écologiques et économiques importants (Diaz, Boussaa,

&Boumezzough, 2022).
2. Présentations de I’espéce étudiée

2.1. Généralité sur les familles Euphorbiiacées

Les Euphorbiiacées sont des Angiospermes de la classe des Dicotylédones, I1 existe plus
de 10000 especes d’Euphorbiiacées (The Plant List, 2013). Ils sont présents en nombre dans le
Sahara septentrional, principalement dans des zones chaudes et tempérées ou 1’on retrouve des
euphorbes aciformes d’Afrique ou d’Amérique.

En France, on peut trouver deux genres, a savoir Euphorbe et Mercuriale, selon
Savolainen (2000).11 s’agissent de végétaux qui peuvent prendre la forme d’arbres, de buissons,
de lianes ou d’herbacées, et qui sont souvent caractérisés par la présence de latex. Ces plantes
ont généralement des propriétés toxiques dues a leur teneur en alcaloides et en tanins.

2.2. Le genre Euphorbiia

Les plantes du genre Euphorbiia sont largement répandues au Sahara septentrional ainsi
qu’en Europe. Elles se caractérisent par la présence de diterpénoides et de triterpénoides en tant
que meétabolites secondaires majeurs (Giner et al., 2000), elles posseédent de nombreuses
propriétés biologiques intéressantes anti-cancer, telles que : antinéoplasiques (Tanaka et al.,
2000), antiprolifératives (Cateni et al., 2000), antioxydants et cytotoxicité (Aslantiirk et al.,
2013) et régulation de la résistance multi drogue (Vasas et al., 2012)

2.3. Espece Euphorbiia bupleuroids .

Euphorbiia bupleuroids (Kralik) Maire (1939) est une Euphorbiiaceae spontanée, une
herbe a feuilles simples qui pousse dans les montagnes rocheuses trouvée dans la région des
Aures en Algérie (ben Saci et al. 2015 ; Quezel et Santa, 1963). C’est une plante médicinale
endémique d’Algérie et utilisée comme ancien remede pour enlever les épines et traiter les
verrues. Une décoction de racine est connue pour étre utilisée a des fins anti-inflammatoires en
Algérie (Haba etal., 2007, 2013).

Les plantes E. bupleuroids se caractérisent par leur latex liquide blanc trés toxique, une
toxicité également présente dans les graines utilisées autrefois comme laxatif. (Aichour et al.,

2015).
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Figure 5 : Euphorbiia bupleuroids . (1-Port ; 2-Feuille ; 3-Fruit), Aflou, Photos K.Rebbas.

2.4. Habitat et distribution géographique
E. bupleuroids est une plante de la famille des Euphorbiiaceae, qui pousse naturellement

dans la région des Aures en Algérie (ben Saci et al. 2015), mais également dans les régions
subtropicales d’Afrique de I’Est, d’Amérique du Sud, d’Asie de I’Est et d’Inde. Cette espéce
est connue pour sa capacité a développer rapidement sa biomasse dans les zones semi-

désertiques. (Maugh, 1976).

2.5. Classification systématiques
Webster (1987) propose une autre classification et reconnait cing sous-familles

Euphorbiiaceae: phyllanthoideae, oldfieldioideae, Acalyphoideae, crotonoideae et
Euphorbiiacée. Selon Savolainen (2000), I’espece Euphorbiia bupleuroids subsp L. classé
comme suit :

e Taxon: Rhizophytes.

e Embranchement: Spermaphytes.

e Sous-embranchement: Angiospermes.

e C(lasse: Dicotylédones.

e Sous-classe: Dialypétales.

e Série: Thalamiflores.

e Sous-série: Méristémones.

e Ordre: Tricoques.

e Famille: Euphorbiiaceae.

e Sous-famille: Euphorbiiaceae.
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e Genre: Euphorbiia.

e Espéce: Euphorbiia bupleuroids subsp L.

2.6. Description botanique
Selon Maire (1957) E. bupleuroids est une espéce de la famille des Euphorbiiaceae,

originaire de la région méditerranéenne caractérisée par :

v Morphologie : Euphorbiia bupleuroids . est une plante vivace de petite taille, atteignant
en général une hauteur de 20 a 40 cm. Elle possede une tige dressée, souvent ramifiée a partir
de la base, et des feuilles alternes, linéaires, de couleur verte.

4 Inflorescence: Les fleurs sont regroupées en cyathes (inflorescences caractéristiques
des Euphorbiia), qui sont disposés en cymes terminales. Les cyathes sont de couleur jaune
verdatre et mesurent environ 6 mm de diametre.

v Floraison: La floraison a lieu de mars a mai.

2.7. Travaux antérieurs et ’usage thérapeutique
L’espece Euphorbiia bupleuroids se distingue par la présence des diterpénoides et

triterpénoides, des métabolites secondaires caractéristiques, qui lui confeérent de nombreuses
propriétés biologiques intéressantes pour lutter contre le cancer, notamment des effets anti
tumoraux, antiprolifératifs, antioxydants, cytotoxiques et modulateurs de la multi résistance.
Cette plante est ¢galement utilisée comme ancien remeéde pour éliminer les épines et traiter les
verrues. En Algérie, la décoction des racines est couramment utilisée pour ses propriétés anti-

inflammatoires (Aichour et al., 2015).

3. Présentation des insectes utilisés

La tribolium Castaneum, est le petit ver de farine de blé, tribolium ou tribolium rouge de
farine, est un insecte de farine du ténébrionidé, a distribution cosmopolite. Cette famille
appartient a I’ordre des coléopteres, des drivés d’ailes durcies et cornées. Les membres de la
famille du ténébrionidé¢ se développent principalement dans la farine et autres denrées

alimentaires riches en amidon.

Cette insecte a été surnommeé < punaise du son> car ¢’est un ravageur des produits céréaliers
moulus, comme la farine et les céréales. Bien qu’il ne puisse manger des grains entiers, ce
coléoptere se nourrit de grain. Les insectes dégagent une forte odeur et favorisent la moisissure
des grains, ce qui engendre des pertes commerciales énormes. Les principaux dommages causés
sont la moisissure de la farine mais aussi la présence de nombreux cadavres et larves. L’insecte
peut aussi s’attaquer a divers produits céréaliers, par exemple les pates, les mélanges a gateaux,

les biscuits, etc. le cycle de vie de ce coléoptére dure 7 a 12 de semaines et I’adulte peut vivre
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jusqu’a 3 ans. L’insecte prolifére trés rapidement, la femelle peut pondre 2 a 3 ceufs par jour.
Cela fait que lors d’une infestation, ils se retrouvent en trés grand nombre. de la plupart le fait
que tribolium Castaneum peut voler, il est capable d’infester plusieurs endroits. Cet insecte fait

partie des deux especes les plus abondantes et les plus nuisibles pour les produits céréaliers,

l14autre étant tribolium confuse, le coléoptere de la farine brune.

Figure 6 : Les adultes de Tribolium Castaneumdans le blé dur.
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Chapitre Il Matériels et méthodes

Chapitre II : Matériels végétales

1. Matériels

1.1. Matériel végétal
Le Matériel végétal est constitué¢ de la plante Euphorbiia bupleuroids subsp.Luteola
(Euphorbiiaceae) qui ont été récoltées a Laghouat (province de Laghouat en Algérie (Altitude,

777 m. Coordonnées (long/lat.), 2°52°60°” E-33°47°°60’N. Altitude : 777m) en avril 2021.

L’identification taxonomique du matériel végétal a été confirmée par le Pr. Khalaf.
RABBAS du Département de SNV de I’Université de M’sila, a 1’aide de Flore d’Algérie
(Quezel et Santa 1962), et un spécimen d’Herbie a été archivé a I’Herbie de Université de
Msila.

1.1.1. Préparation des échantillons
Les échantillons (feuilles, tiges) sont rincées et séchées dans un endroit sec, aérées a

I’abri de la lumiére pendant deux semaines et broyées a I’aide d’un broyeur.

(A) (B)
Figure 7 : Matiéres végétales séchées (A: les feuilles, B: Les tiges).

L’identité de cette plante a été confirmée au laboratoire. Les tests de caractérisations
chimiques ont été réalisés sur la poudre préalablement préparées a partir des organes de la plante
a l'aide des réactifs caractéristiques. Le principe de la caractérisation chimique consiste a révéler
par l'analyse qualitative des extraits issus des différents organes de Euphorbiia bupleuroids
subsp, la présence des familles chimiques (El haoudet et a/., 2018).

Les extraits obtenus sont échantillonnés pour les tests pharmacologiques puis également

utilisés pour les analyses phytochimiques.
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1.2. Matériel animal
L’¢levage de masse de I’insecte tribolium Castaneum est effectué dans un bocal en plastique
contient 1000 g de semoule de blé dur dans le laboratoire ; température de 20 a 25° C et une

humidité relative comprise entre 65% et 70%.

2. Méthodes expérimentales

2.1. Criblage phytochimiques

Le screening phytochimiques est un ensemble de tests effectués soit sur la poudre, soit sur
l'infusé a 5%. Ces tests nous permettent d'avoir une idée sur la présence ou l'absence de certains
métabolites primaires et secondaires. Les molécules mises en évidence sont les polyphénols
totaux (Galliques et caté chiques, les anthocyanes, les leuco-anthocyanes, les flavonoides), les
composés terpéniques (Saponosides), les composés azotés (Alcaloides), les sucres réducteurs
et les glucides (Bouchenak, et al., 2020).

Il s’agit d’une analyse qualitative basée sur des réactions de coloration et/ou de
précipitation en vue de mettre en évidence les grands groupes chimiques. A cet effet, plusieurs
tests ont été utilisés sur deux types d’extraits de la plante étudiée.
> L’extrait éthanolique : Consiste a introduire 5 mg d’extrait sec de matériel végétal
(Feuilles, Tiges) dans 50 ml d’éthanol puis agité jusqu’a ce qu’il se dissolve.
> L’extrait éthylique : Consiste a introduire 5 mg de extrait sec de matériel végétal
(Feuilles, Tiges) dans 50 ml de éther de pétrole puis agité jusqu’a ce qu’il se dissolve.

2.2. Les tests du criblage phytochimiques

> Détection des alcaloides
Test de Dragendroff/ Kraut

Dans un tube a essai on met quelque ml du P’extrait avec 1 ou 2 ml du réactif de
Dragendroff. Le résultat positif est I’apparition d’un précipité brun rougeatre.
> Détection des glucides

Test Starck
On met I’extrait dans 5 ml de solution de KOH a 5%. Le résultat positif est I’apparition

d’une coloration cinaire.
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> Détection des sucres réducteurs
Test de Fehling A et B

Dans un tube a essai on met 0.5 ml du I’extrait avec 0.5 mlduFehlingA et 0.5 ml du
Fehling B, puis on bouillit pendant 2 min. Le résultat positif est ’apparition d’unprécipité
rouge.
> Détection de composés phénoliques
Test d’iode

Dans un tube a essai, on met dans un tube a essai, on met ImL d’extrait avec quelques
gouttes de Sol d’iode Dilu¢. Le résultat positif est 1’apparition d’une couleur rouge passagere.
> Détection des Flavonoides
Test de réactif alcalin

Dans un tube a essai, on met ImL d’extrait avec 2mL de solution NaOH a 2% (on ajoute
quelques gouttes de I’HCI dilu¢). Le résultat positif est ’apparition d’une couleur jaune intense,
devient incolore par addition d’acide dilué.
> Détection des Saponosides
Test d’huiles

Dans un tube a essai, on met 1 ml d’extrait avec 3 ml de 1’eau distillée et quelques gouttes
d’huiles. Le mélange est ensuite refroidi et agit¢ vigoureusement pendant 2 minutes. La
formation d’une mousse ou moins importante indique la présence de saponosides.
2.3. L’extraction
L’extrait est préparé par dissolution de 20 g de la matiere végétale dans 200 ml de solvant

(éthanol, éther de pétrole). Apreés une macération de 24 heures sous agitation continue a
température ambiante, le mélange est filtré. L’opération est répétée trois fois avec
renouvellement du solvant toutes les 24 heures. Les trois fractions filtrées sont regroupées et

évaporées a sec (Bentabet, Boucherit-Othmani, & Boucherit, 2014).
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OPPO A1k

Figure 8 : Image indique la méthode de macération de la matieére végétale (photo original)

L’extraction est une étape trés importante avant I’analyse quantitative et qualitative
proprement dite. Afin d’étudier les propriétés biologiques in vitro d’Euphorbiia bupeuroides

subsp la préparation suivante a été réalisé :

Récolte de la matiére
végétale

\/
Séchage / Broyage de

matiére végétale.

V.
| Extraction ‘ |
\/ . \/
Macération / Filtration ’ Evaporation ‘
Extrait brut

Figure 9: Protocole de préparation des extraits.
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Les feuilles et les tiges des maticres végétales ont été séchées a l'air. Des extraits
individuels a I'é¢thanol et a I'é¢ther de pétrole de feuilles et de tiges ont été préparés par
macération (3 fois pendant 24 h) a 25 C. Apres filtration, le solvant a été éliminé sous pression

réduite. Les rendements d'extraction ont été donnés.

(A) (B)
Figure 10:Matiere végétale en poudre (A) les feuilles, (B) les tiges.
2.4. Préparation des extraits par Soxhlet
20 g du matériel végétales (Les feuilles et les tiges) en poudre ont été extraits dans un
appareil Soxhletavec de 200 ml I'éther de pétrole. L'extrait obtenu a été évaporé en un liquide
visqueux a 40°C sous pression réduite.
Deux quantités de 20g de chaque poudre (feuilles, tiges) ont été mises a Une extraction par

macération dans 100 ml d’éthanol et 100 ml du éther de pétrole (Soxhlet).

Figure 11: Montage de type Soxhlet
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3. Détermination du rendement d’extractions

Le rendement en pourcentage (%), est défini comme étant le rapport entre la masse

d’extrait et celle de la plante séche en poudre. Il est calculé par la formule suivante :
R (%) = 100 m/m0

R : Rendement en pourcentage (%).
m: Masse d’extrait brut.
m0 : Masse de la plante séche en poudre.
4. Analyses chromatographie par CCM

Le principe de la chromatographie sur couche mince repose sur la séparation des
substances chimiques par migration etadsorption sur un support ou phase stationnaire polaire,
dans une phase mobileou ¢€luant, en fonction de leur nature, du pouvoir ¢luant de la phase
mobile, du pouvoir adsorbant du support. La phase stationnaire est une couche de gel de silice
60F 5, fixée sur une plaque en aluminium 20x20 cm. L’éluant ou systéme de migration est un
mélange de solvants (Aissa Jazy, Haidara, & Sanogo, 2018). 2 ul de chaque extrait organique
sont analysés sur chromatoplaque (silica gel 60 F254, support rigide en aluminium, Merck) par
différents gradients de solvants de migration. Apres séchage, les chromatogrammes sont révélés
soit dans le visible soit sous UV/366 nm avec ou sans révélateurs appropriés (Mamyrbekova-
Bekro et al,, 2013).
La plaque est mise en contact avec la phase mobile dans la cuve jusqu’a migration de la phase
mobile a 0,5 cm du bord supérieur de la plaque. Différents systémes solvants sont utilisés, la
lecture des résultats des CCM se fait a I’aide d’une lampe UV (2 254 et 356 nm).

Nous avons utilisé 3 systémes de solvants pour les extraits éthanolique :

> le systtmel BAW: Butanol/ Acétate/ L’eau distillée (5-4-1).
> Le systeme?2: Chloroforme/ Acétone/ Méthanol (7-7-0.5).
> le systeme3: Heptane/ Acétate (1-7).
Et pour les extraits éthyliques nous avons utilis¢ un systéme:
> Heptane et Acétate (6-2).

Apres la révélation sous lampe UV a 365 nm et 254 nm et dans une chambre noir.
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5. Evaluation de activité Anti-moisissures

De maniere générale, les composés antioxydants peuvent piéger les radicaux libres et
augmenter la durée de conservation en retardant le processus de peroxydation des lipides, qui
est I'une des principales raisons de la détérioration des produits alimentaires et pharmaceutiques
pendant le traitement et le stockage.(Ak & Giilgin, 2008) Les aliments sont exposés a la
détérioration par les bactéries et les moisissures et subissent des modifications du gott, de leur
couleur et par conséquent la perte de la quantité des nutriments et de la sécurité de ces aliments.
L’utilisation des produits chimiques constitue la technique la plus utilisée pour lutter contre les
moisissures nuisibles. Cependant en raison des nombreux dangers que ces substances causent,
I’organisation mondiale de la santé (OMS) a interdire 1’'usage de certains fongicides chimiques,
c’est pour ¢a I'utilisation des plantes comme source naturel des substances anti-moisissures

pourraient étre une alternative naturelle aux conservateurs artificiels (Himed et a/., 2020)

5.1. Principe de Pactivité Anti-moisissures
Cet est a été effectué¢e dans le but d’activité antifongiques des extraits ¢tudiés Apres

I’application des extraits étudi¢s (ETEt, EFEt, ETEr, EFEr) sur le concentrée de tomate et
I’observation visuelle pendant une période 15 jour.
5.2. Test du sauce tomate

L’évaluation de I’activité Anti-moisissures a ét¢ déterminée selon la méthode de
(Akroum & Rouibah, 2020).Les extraits d‘Euphorbiia bupleuroids ont été dissous dans le
méthanol et éther de pétrole pour préparer les différentes concentrations, sachant que la
concentration de la solution meére d’extrait est de 160 mg/ml.

Tout d’abord, nous préparons la solution de tomates, qui se compose de 10 g de tomates
broyées, en y ajoutant 20 ml d’eau distillé. On prépare des solutions 10g d’extrait sec de plante
dans 2 ml d’¢éthanol), aprés agitation dans un tube, puis on fait une dilution dans quatre tubes
de concentrations différentes(10/5 /2,5/1,25) et la méme chose avec 1’extrait d’éther On prend
une microplaque de 96 puits puis on met dans chaque puit le méme quantité, et dans les quatre
puits des deux premicres colonnes on ajoute 160 mla une concentration on compléte la colonne
avec différentes concentrations,(10/5 /2,5/1,25) et les troisiéme et quatriéme colonnes avec
I’extrait de I’éther et les différentes concentrations verticalement. On met dans la neuviéme
colonne uniquement la solution de tomate comme témoin, la dixiéme colonne est 1’éthanol,
I’avant-derniére colonne est le cuivre, et la dernicre est 1’éther comme 1’indique (Tableau 02).

Les résultats ont été mesurés en calculant :
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Pourcentage d’enfiction = (Nombre total de puits pour un extrait / Nombre de puits infectés
pour un extrait) X 100

Tableau 1 : Mode de remplissage de la plaque pour I’activité Anti-moisissures.
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e La plaque ensuite est incubée pendant 15 jours dans un réfrigérateur.
e Suivi chaque 3 jours.
6. Evaluation de la cytotoxicitéde I’extrait
6.1. Répulsive des extraits
L’effet répulsif des extraits éthanolique et éthyliques de la plante Euphorbe (racines,
feuilles) contre un insecte Tribolium Castaneum a été évalué selon deux méthodes :
3.1.1. Evaluation de la toxicité des extraits par effet contact
La méthode de la zone préférentielle sur papier filtre Le papier filtre de 8 cm a été coupé
en deux parties égales, et quatre doses d’un extrait différent ont été préparés par dilution dans
de I’éthanol et de I’éther dans les proportions (10/5/2,5/1,25). Nous avons mis les papiers filtres
dans des boites de Pétri et soudé les deux moitiés du disque avec du ruban adhésif. A 1’aide
d’une micropipette, 1ml de chaque solution a été réparti uniformément sur une moiti¢ du disque,
tandis que 1’autre moitié ne rencontrait que les solutions (éther et éthanol).Aprés évaporation
complete pour le solvant, nous avons mis un groupe de 10 insectes Tribolium Castaneum
jusqu’a deux jours vieux au centre de chaque disque et dans les boites de pétri quatre répétitions
ont été faites pour chaque dose de concentration différente (ce processus que nous faisons sur

chaque extrait différent (feuilles et racines) arrosé dans une solution d’éther et d’éthanol).
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Au bout de 2 heures, on a relevé le nombre d’insectes présents sur la partie de disque

traitée a 1’extrait (Nt) et le nombre de ceux présents sur la partie traitée uniquement au solvant

(No).

Figure 12 :I’activité de répulsiveté des extraites

Figure 13 : le comptage des insectes sur chaque disque réalisé aprés2h (photo original)
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Le pourcentage de répulsion (PR) a été calculé en utilisant la formule suivante :

NC : le nombre d’insectes présents sur la partie de disque traité uniquement avec solvant.

NT : le nombre d’insectes présents sur la partie traité avec la solution de I’extrait.

Classes Intervalle de répulsion Propriété de la substance traitée
Classes 0 PR<0,1% Non répulsive

Classes 1 10 - 20% Tres faiblement répulsive

Classes 2 20-40% Faiblement répulsive

Classes 3 40-60% Modérément répulsive

Classes 4 60 — 80% répulsive

Classes 5 80 - 100% Tres répulsive

3.1.2. Evaluation de la toxicité des extraits par effet inhalation

Nous apportons des flacons stériles et préparons des extraites de plante traités a 1’éther
et a I’éthanol de différentes concentration (10/5/2,5/1,25) mg/ml .des papier filtres de 4 cm de
diametre sont traités chacun avec 1 ml d’une solution des extraites différent, Aprés évaporation
de solvant, chaque papier filtre est placé dans le couvercle d’un flacon de 4 centimetre de
diameétre et 7cm de hauteur. Le bouchon du flacon dans lequel nous avons placé 5 insectes de
Tribolium Castaneum est vissé. Au bout de 2h nous ventilons les bouteilles et les refermons,
apres 24h de I’exposition aux vapeurs de extraites, les insectes sont transférés dans des boites
de pétri contenue 20 g de blé respectivement non traité et placés dans 1’étuve.

I1 a été observé que les insectes présents dans I’extrait traité al’éthanol mouraient apres
seulement deux heures de mise en place, les insectes présents dans 1’extrait d’éther ne sont pas

morts apres plus de six jours d’étre placés dans le plat de biére.
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Figure 14 : Exposition des insectes aux extraits par effet inhalation

Figure 15 : Elevages de de Tribolium Castaneum
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4. Activités antibactériennes des extraits de la plante

4.1. Préparation des milieux de culture

La gélose Muller Hinton stérile préte a 1’usage sont coulée dans des boites de pétri
Stériles de 90 mm de diametre a raison de 4mm d’€paisseur répartie uniformément dans les
Boites.
4.1.1. Milieu de Mueller Hinton (MH)
C’est un milieu non sélectif pour I’étude de la sensibilité ou la résistance des germes
Pathogenes envers les antibiotiques et les sulfamides. Il constitue également un excellent
Milieu de base pour la fabrication de géloses au sang (Gachkar et al., 2007).

4.1.2. Activation de la souche bactérienne

Ensemencement chaque souches

) .. Incubation ) .
10ml bouillon nutritif 4R 4 37C° Suspension bactérienne

4.1.3. Méthode de diffusion sur milieu gélosé
> Culture des bactéries

On fait couler la gélose de MH dans des boites de pétri tout en vérifiant I’absence de
I’eau a la surface, sinon on laisse sécher. L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur
boites de pétri, un écouvillon est trempé dans la suspension bactérienne de 24h d’incubation
(108 UFC/ml), puis frotter sur la totalité de la surface gélosée, I’écouvillon est rechargé a chaque
fois qu’on ensemence plusieurs boites de pétri avec les souches expérimentées.
> La conservation des boites de pétri
Toutes les boites ont été laissées pendant 15 min a température ambiante pour permettrela
diffusion des extraits et puis incubées a 37 °C pendant 24 heures.
> Aprés I’incubation

L’effet de chaque extrait se traduit par 1’apparition autour de disque d’une zone
circulaire transparente correspondant a I’absence de la croissance. Plus le diameétre de cette zone
est grand plus la souche est sensible. Les diametres des zones d’inhibition développées auteur

des disques ont été mesurés.
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4.2. Evaluation de l'activité antibactérienne :

Les plantes contiennent de nombreux composes douées d’une action antimicrobienne,
Ces constituants comprennent les composés phénoliques, les flavonoides, les huiles
essentielleset les triterpenoides (Rojas et al., 1992), le pouvoir antimicrobien des extraits de
Plantes est tributaire de leurs compositions chimiques (Ben Sassi et al., 2007 ; Naili et a/.,
2010).

L'évaluation qualitative de [l'activit¢ antimicrobienne des extraits d’Euphorbiia
bupleuroids subsp sur les bactéries :

Tableau 2 : tableau représente les souches bactériennes utilisées.

Souche Code
E. coli ATCC 8739
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

streptococcus thermophiles | ATTC 8190

streptococcus thermophiles | ATTC
201828T
Salmonella typhimurium ATTC 14028

Qui sont des bactéries été faite par la méthode des aromatogrammes, une méthode de
diffusion des disques sur un milieu gélos¢ MH. Le pouvoir antimicrobien est obtenu par la
mesure des diametres des zones d'inhibition (mm).

o L’aromatogramme consiste a rechercher la sensibilité des souches vis-a-vis des
Extraits de feuilles et tiges d’ Euphorbiia bupleuroids subsp. Macérés dans un solvant.

IIs ont classé les diametres des zones d'inhibition (D) de la croissance microbienne en
5Classe :

- Non inhibitrice : D <10 mm

- Légerement inhibitrice : 11mm <D <16 mm

- Modérément inhibitrice : 16 mm <D <20 mm

- Fortement inhibitrice : 21 mm <D <29 mm

- Trés fortement inhibitrice : D >30 mm

Les diametres des zones d’inhibition observée autour les disques imprégnés dans
déférentes extraits a tester vis-a-vis de bactéries (E. coli et Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, streptococcus thermophiles, Fusarium Oxysporum f.sp. lycopersici,

Salmonella) aprés 24 heures d’incubation a 37°C.
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Chapitre III : Résultats et discutions

1. Criblage « screening » phytochimiques par réactions colorées

L’analyse phytochimique réalisée a permis de constater la présence des six grands
groupes chimiques (Alcaloides, flavonoides, glucides, sucres réducteurs, composés phénolique,
flavonoides et saponosides). Cependant, les alcaloides ne semblent pas étre présents dans les
trois extraits.

Selon leur intensité les réactions qui se produisent sont classées de : négative (-) jusqu’a
franchement positive (+++).
1.1. Recherche des alcaloides

Les réactions caractéristiques des alcaloides ont donné des résultats positifs avec les

quatre extraits apres utilisation des réactifs appropriés (figure 16).

Figure 16: les réactions des alcaloides dans les tubes

Tableau 3:Résultats de recherche des alcaloides

Extrait éthanolique Extrait éthylique
Feuilles Tiges Feuilles Tiges
Alcaloides ++ +++ +++ +

Les résultats obtenus permet de confirmé la présence des alcaloides dans les quatre extraits.
Cependant, les extraits de tiges ¢thanolique et feuilles éthylique sont les plus riches de ses
molécules.
1.2. Recherche des flavonoides

La caractérisation des flavonoides dans les extraits a montré que ces composés
phénoliques sont fortement présents dans les deux extrait séthyliquesétudiés. Cependant, les

extraits éthanolique sont absentent. (Tableau 04).
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Tableau 4 : Résultatsde recherche des flavonoides

Extrait éthanolique Extrait éthylique

Feuilles | Tiges Feuilles Tiges

flavonoides - + - +

Les résultats obtenus montrent que les tiges possedent différents classes des flavonoides.
1.3. Recherche des saponosides

Apres agitation, la mousse persistante dans les deux tubes des tiges et le tube de feuilles
¢thanolique indique la présence des saponosides. On peut donc déduire que les saponosides

sont absentent dans le tube de I’extrait éthylique de la feuille.

Figure 17 : Caractéristique des saponosides dans les tubes.

Tableau 5 : Résultats de recherche des saponosides.

Extrait éthanolique Extrait éthylique
Feuilles Tiges Feuilles Tiges
Saponosides + ++ - -+

Les résultats obtenus ont montré que seul 1’extrait feuilles éthylique ne renferme pas des
saponosides (figure 14).
1.4. Recherches des composés phénoliques

La caractérisation des composés phénoliques dans les extraits a montré que ces

composés phénoliques sont fortement présents dans les quatre extraits ¢tudiés. (Tableau 06).
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Tableau 6 : Résultats de recherche des composés phénoliques .

Extrait éthanolique Extrait éthylique
Feuilles Tiges Feuilles Tiges
Composés phénoliques +++ + ++ ++

On peut donc conclure que les composés phénolique condensés sont présent
considérablement dans les extraits de la plante étudié.
1.5. Recherche des glucides
Les résultats obtenus pour les quatre extraits sont résumés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 7 : Résultats de recherche des glucides

Extrait éthanolique Extrait éthylique
Feuilles Tiges Feuilles | Tiges
Glucides ++ ++ + +

Les résultats obtenus permet de confirmé la présence des glucidesdans les 4 extraits.
Cependant, les extraits d’éthanolique sont le plus riche de ses molécules.
1.6. Recherche des sucres réducteurs
Les réactions caractéristiques des sucres réducteurs ont donné des résultats positifs avec

les extraits éthanolique apres utilisation des réactifs appropriés (figure 15).

Figure 18 : Caractéristique des sucres réducteurs dans les tubes.
Les résultats obtenus pour les quatre extraits sont résumés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 8 : Résultats de recherche des sucres réducteurs

Extrait éthanolique | Extrait éthylique
Feuilles | Tiges Feuilles Tiges
Sucres réducteurs +++ ++ - -
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On peut donc déduire que les sucres réducteurs sont absentent dans les 2 extraits

¢thanolique. Cependant, les extraits éthylique sont absentent. (Tableau 09).

Afin de résumer le criblage phytochimique de la plante, le tableau 12 récapitule les
résultats obtenus pour les différents tests élaborés et montre la présence ou I’absence des
composés pour chaque extrait :

Tableau 9 : Résultats des réactions de caractérisation des différents chimiques recherchées

dans les différents extraits d’Euphorbiia bupleuroids subsp.

Classes Extrait éthanolique Extrait éthylique
recherchées Extrait feuilles | Extrait tiges | Extrait feuilles | Extrait tiges
Alcaloides ++ +++ +++ +
Flavonoides - + - +
Saponosides + +++ - ++
Composes +++ ++ ++ +
phénolique
Glucides ++ ++ + +

Sucres +++ ++ - -

réducteurs

+++ : réaction forment positive ; ++ : réaction moyennement positive ; + : réaction
faiblement positive ; - : réaction négative.

Les résultants du screening phytochimique réalisé sur les extraits d’E. Bupleuroids
subsp met en évidence la présence des composés chimique qui possedent des activités
biologique intéressantes. Il s’agit entre autre des flavonoides, des glucides, des alcaloides, des

sucres réducteurs, des saponosides et des composés phénolique.

2. Rendements des extractions

Les extractions successives par des solvants de polarité croissante permettent de séparer

les composés de la matiere végétale selon leur degré de solubilité dans le solvant d’extraction.
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Les différents rendements obtenus, ainsi que les aspects des différents extraits, sont
présentés dans le tableau 10 :

Tableau 10 : Aspects et rendements massique (%) des extraits obtenus

Parties de la Solvants Aspect Rendement (%)
plante
Tiges Ethanol Visqueux 2.32

Ether de pétrole Visqueux 1.66
Feuilles Ethanol Visqueux 4.1

Ether de pétrole Visqueux 3.68

Les extraits éthanolique ont les rendements les plus élevés par rapport a ceux
D’éther de pétrole.

Le rendement en extrait du éthanol et éther de pétrole est plus élevé dans le cas de la
partie des feuilles d’Euphorbiia bupleuroids subsp par rapport les tiges.

3. La bio-autographie

Pour déterminer ’activité par bio-autographie des extraitsd 'Euphorbiia bupleuroids
subsp, une chromatographie sur couche mince a ét¢ effectu¢ dont ou la phase stationnaire est
le gel de silice et la phase mobile sont des mélanges (pour les extraits éthanolique (Butanol/
Acétate/ L’eau distillée (5-4-1). Chloroforme/Acétone/ Méthanol (7-7-0.5). Heptane /Acétate
(1-7)). Et pour les extraits éthylique (Heptane et Acétate (6-2)).

Pour la révélation des plaques les spots ont été visualisés sous la lampe UV a deux
longueurs d'ondes 254 nm (révele les taches non fluorescentes et visible) et 365 nm (révele les
taches fluorescentes).

Apres le développement par les systémes et les révélations des plaques par différentes

solutions, on a obtenus les chromatogrammes suivant :
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> Pour les extraits éthanolique

Plante

Euphorbiia bupleuroids subsp

Les extraits

Euphl (T éthanol) ; Euph2 (F éthanol)

Révélateurs

Visible

UV a 254 nm

Systémel (BAW) :
Butanol, Acétate et
L’eau distillée

(5/4/1)

Systéme?2 :
Chloroforme,
Acétone et
Méthanol
(7/7/0.5)

Systéme3 :
Heptane et Acétate
(1/7)

7
ﬂ.—a—.__?

4

UV a 365 nm

Figure 19: Révélation de plaque CCM de gel de silice de extrait éthanoliquede feuilles et

Tiges d’Euphorbiia bupleuroids subsp
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> Pour les extraits éthyliques

Plante Euphorbiia bupleuroids subsp
Les extraits Euph (T éther) ; Euph (F éther)
Révélateurs | Visible UV a254 nm UV a 365 nm

Systéme :
Heptane et
Acétate
(6/2)

Figure 20: Révélation de plaque CCM de gel de silice de extrait éthylique de feuilles et tiges
deEuphorbiia bupleuroids subsp

Les résultats de cette chromatographie sont représentés dans les figures (19-20). Pour
les quatre extraits de la plante Euph (T éthanol) ; Euph (F éthanol) Euph (T éther) ; Euph (F
éther). Les 4extraits ont manifesté les mémes taches dans tous les systémes. On peut remarquer
a 1’ ceil nu deux taches de couleur vert claire et marron au milieu de la plaque tandis que la
plaque sous UV a 365 nm d’autre tache trés claire ont ét¢ identifié.

Cette migration indique que ces taches contiennent des molécules de polarité proche a
celle de la phase stationnaire, c’est pourquoi ces derniers ont bien diffusé le long de cette
phase.

Les deux extraits de ’espece Euphorbiia bupleuroids ont présenté des taches qui ne
sont pas visible a I’ceil nu mais a 245 nm deux tache claire et proche du dépot ont €té observés
et le reste de la phase mobile a migrer jusqu’au fond de la plaque.

On peut expliquer cette diffusion des extraits par le fait que les systémes des solvants
utilisé possede une grande polarité tandis que les constituants des extraits étudié sont des
substances moins polaires donc il n’ont pas d’affinit¢ pour la phase stationnaire et par

conséquent 1’¢éluant va entrainer les composés avec lui.
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Apres le développement par les systémes et les révélations des plaques par différentes
solutions, les chromatogrammes qu’on a obtenus font apparaitre de trés nombreuses taches,

diversement colorées, voire les figures.
4. Activité anti-moisissures

Ce test a été effectué dans le but d’évaluer I’activité antifongique des extraites apres
I’application des extraites étudies (ETEt, EFEt, ETEr, EFEr) sursouce tomate et 1’observation

visuelle pendant une période des 15 jours, les résultats sont présentés au-dessous :

- 4 -

‘ N7 Y Y XYOK KR
LKA/ IR

N N

/N

Figure 21 : Image de la plaque de I’activité anti-moisissures

Tableau 11 : le taux d’infection des échantillons de la tomate traité par extraits de plante

Euphorbiia bupleuroids et éthanol, éther, cuivre.

.ET EF ET EF Tomate | Tomate | Tomate | Tomate

éthanol | éthanol éther éther (témoin) | + + +
éthanol | cuivre éther

0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

Les résultats montrent qu’il n’ya a aucun changement au niveau des échantillons sur
lesquels les extraites (ETEt, EFEt, ETEr, EFEr) sontappliqués, et donc tous les extraits de la
plante Euphorbiia bupleuroids subsp ont manifesté une excellente activité anti-moisissures avec
un pourcentage de contamination égale 0%.

Etant donné que les tomates témoins et les tomates traitées avec des solutions d’éther, d’éthanol
et de cuivre n’ont pouri.il se pourrait que notre expérience ait été faite dans un environnement

trés stérile. Ou le test est invalide.
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5. Evaluation de la cytotoxicité

5.1. Evaluation de la récursivité des extraits

> L’extrait éthylique

Les pourcentage de répulsion des différentes doses d’extrait de Euphorbiia bupleuroids sups
(tige et feuille) ,sont récapitulés dans le Annexe 01 .les différentes doses (0,62/1,25 /2,5/5)de
extraite éthylique de Euphorbiia bupleuroids sups ont occasionné respectivement 60% ,40% ,
80%, 80% pour le extraite de tige de la plante et 20%,40% ,60%,80% pour feuille de la plante
de répulsion vis —a-vis des adultes de Tribolium Castaneum (Figure 01) (Annexe 01). Ceci
montre clairement que le pourcentage de répulsion augmente en fonction de la dose, I’effet le

plus remarquable est enregistré avec la dose 5.
90%
80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10% l
0%

0,62pl 1,25ul 2,5ul Sul

concentration d'extrait éthélique

pourcentage de répulsion %

mtige mfeille

Figure 14 : pourcentage (%) de répulsion sur papier filtre des extraits éthyliques d ’Euphorbiia
bupleuroids subsp vis-a-vis des adultes de Tribolium Castaneum.

A la lumiére de ces résultats, on peut noter que 1’extraite de la plante Euphorbiia
bupleuroids subsp a également une activité insecticide a 1’égard des adultes de Tribolium
Castaneum et appartiendrait selon le classement de (McDonald et al., 1970) a la classe
4(répulsive) avec un taux de répulsion moyen de 65%.

Tableau 12 : classementd’extraitéthylique d’ Euphorbiia bupleuroids subspselon leur

propriété de répulsion sur les adultes de Tribolium castaneum

Pextrait éthylique Euphorbiia bupleuroids
Taux de répulsion % 65

Classe de répulsion v

Effet répulsive
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» L’extrait éthanolique

Les pourcentage de répulsion des différentes doses d’extrait de Euphorbiia bupleuroids
subsp (tige et feuille),sont récapitulés dans le Annexe 02 .Les différentes doses (0,62/1,25
/2,5/5)de extraite éthanolique de Euphorbiia bupleuroids subspont occasionnérespectivement
0% ,40% , 60%, 80% pour le extraite de tige de la plante et 60%, 40% , 20%,40% pour feuille
de la plante de répulsion vis —a-vis des adultes de Tribolium Castaneum (Figure 12) (Annexe
02). Ceci montre clairement que le pourcentage de répulsionaugmente en fonction de la dose,
I’effet le plus remarquable est enregistré avec la dose 5.

90%

80%

70%

60%
50%
40%
30%
20%

0%

0,62yl 1,25ul 2,50 5ul

Concentration d'extrait éthanolique

pourcentage de réplusion %

H tige M feuille

Figure 15 : pourcentage (%) de répulsion sur papier filtre des extraits éthanolique d’ Euphorbiia
bupleuroids subsp vis-a-vis des adultes de Tribolium castaneum
A la lumiére de ces résultats, on peut noter que I’extraite de la plante Euphorbiia
bupleuroids subsp a également une activité insecticide a 1’égard des adultes de Tribolium
Castaneum et appartiendrait selon le classement de (McDonald etal., 1970) a la classe3
(modérément répulsion) avec un taux de répulsion moyen de 50%.
Tableau 13 : classement de extrait éthanolique de Euphorbiia bupleuroids sups selon leur

propriété de répulsion sur les adultes de Tribolium Castaneum

Pextrait éthanolique Euphorbiia bupleuroids
Taux de répulsion % 50

Classe de répulsion 1T

effet modérément répulsion
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5.2.  Evaluation de la toxicité des extraites par effet inhalation :

La toxicité¢ de l'extrait de Euphorbiia bupleuroids subsp contre 1’insecte Tribolium
Castaneum a ¢été évaluée par un test d'inhalation en comptant le nombre d'insectes, ou les
résultats obtenus ont montré qu'il a une excellente efficacité pour tuer les insectes de 100% en
une période de deux heures, et la survie des insectes qui ont été exposés a 1'éthylene et I'absence
d'effet de l'extrait sur son cycle de vie apreés sa mise en boite de Pétri contenant du blé apres
24h apres inhalation et les résultats sont présentés dans Annexe 03.
<> Discussion

En raison des effets nocifs des insecticides de synthése sur la santé et I'environnement
et du développement de la résistance des parasites, il est nécessaire de développer des stratégies
de lutte antiparasitaire alternatives, plus siires et plus efficaces. Les produits végétaux naturels
peuvent étre une excellente source alternative pour de nouveaux insecticides. Plante qui posséde
des propriétés insecticides. Les plantes sont un bon réservoir de produits chimiques génétiques
pré-environnementaux. Certains des avantages des marqueurs phytosanitaires sont qu'ils sont
sélectivement toxiques, ne se bio accumulent pas et présentent une persistance relativement
courte dans l'environnement. Dans cette recherche, nous avons sélectionné l'extrait d'une plante
¢thiopienne nommée d'apreés Euphorbiia bupleuroids subsp. Ce que nous avons obtenu, c'est
que l'extrait a un effet sur la mort des insectes, ou nous avons trouvé que I'extrait éthanolique a
un effet efficace et rapide sur l'extrait éthylique dans les deux expériences 1 dans évaluation de
la récursivité des extraits sur papier filtre en 1'expérience sur papier, ou la mort des insectes de
100% dans I'extrait d'éthanol en un temps trés court 2 heure et I'extrait éthérique était le taux de
mortalité en termes de jours, ou il a fallu une période de 10 jours pour la mort, et cela peut étre
di au manque de nourriture et non a cause de I'extrait. Dans la deuxieme expérience, Evaluation
de la toxicité des extraites par effet inhalation, nous avons présenté les résultats qu'un insecte
Tribolium Castaneum est mort a 100% en moins de deux heures dans l'extrait éthanolique, et
les insectes dans 1'extrait éthanolique des flacon stérilisées sont restées vivantes et apres 24 Une
heure qui ont été placées dans du bl¢, on constate qu'il a continué dans son cycle de vie normal,
et ces résultats peuvent en tirer que l'extrait de la plante Euphorbiia bupleuroids subsp traité a

|'éthanol a un fort effet toxique sur un insecte 7ribolium Castaneum.
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6. Evaluation de I’activité antibactérienne des extrais de la plante

L’activité antibactérienne d’extraits (Ethanolique) d’Euphorbiia bupleuroids subsp
contient bien des composés bioactifs antimicrobiens qui exercent un effet inhibiteur sur la
croissance des 6 souches (E. coli et Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
streptococcus thermophiles, Fusarium Oxysporum f.sp. lycopersici, Salmonella) aprés 24
heures d’incubation a une température de 37°C.

Les zones d’inhibition calculées pour les six permettent de classer les souches dans la
catégorie sensible. Le diamétre de la zone d’inhibition différe d’une bactérie a une autre. La
variation de I’activité antimicrobienne de I’extrait explique les variations de leur composition
chimique (Boudjouref, 2011). L’activit¢ antimicrobienne est dépendante des caractéres
physico-chimiques des composés phytobiotiques et des souches employées (Sari et al., 2006).
(Kalembaet Kunicka, 2003) ont établi la corrélation entre la composition chimique et l'activité
antimicrobienne, et ils ont classé les molécules chimiques selon leur importance du point devu
activités biologiques comme suit: phénols, alcools, Flavonoides, saponosides.

On peut aussi céder cette divergence aux facteurs influencant la composition chimique
des plantes. Le pouvoir antimicrobien de extrait de plantes est tributaire de leurs compositions
chimiques (Ben Sassi et al., 2007 ; Nalili et al., 2010).De son c6té, Dar et al., (2012) associent
I’efficacité antimicrobienne de extrait ¢thanolique d’Euphorbiia bupleuroids subspa leurs
teneurs en composés phénoliques, et selon (Mukherjee, 2009)les flavonoides sont riches en
rutine, en quercétine, connus par leur puissant pouvoir antimicrobien. Les travaux de nombreux
auteurs ont montré que les plantes réagissaient au milieu environnant et qu'au cours de leur vie,
la composition chimique de leurs métabolites pouvait évoluer. Les extraits des végétaux sont
donc trés fluctuants dans leur composition, de la période de récolte ainsi de I'organe considéré.
Selon (Balansard, 2007), en fonction de la date de la récolte il y’aura des variations tres
importantes dans la composition chimique et donc dans 1’efficacité biologique. La maturité ou
I'état phrénologique de la plante au moment de la récolte sont difficiles a vérifier et a contrdler
(Dethier, 1996).Sur une méme tige, les feuilles ou les fleurs n'apparaissent pas simultanément
et suivant leur age, n'ont pas la méme composition (Touche, 1997).

Ne faut pas oublier que le produit actif qui se présente dans la plante peut étre soit actif
sans étre métabolisé et aura ainsi une activité in vitro et in vivo, soit actif aprés métabolisation
et dans ce cas il sera inactif in vitro et actif in vivo (Chaouche, 2014).

La méthode utilisée pour 1’évaluation de I’activité antibactérienne influe aussi sur les
résultats (Natarajan et al., 2005 ; Fazeli et al., 2007). De plus, la méthode d’extraction et les

solvants utilisés pour I’extraction pourraient étre a 1’origine de ces résultats car Hayouni et
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al.,(2007) ont montré que la méthode d’extraction et la nature du solvant peuvent influencer
I’activité antibactérienne des composes phénoliques des plantes.

Nous avons observé que parmi les souches testées, souches E. coli et Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, streptococcus thermophiles, Fusarium Oxysporum f.sp.
lycopersici, Salmonellaqui sont des bactéries, montrent une sensibilité au 1’extrait.

Il est observé que les différentes souches microbiennes étudiées réagissent différemment
a I’extrait testé. L extrait éthanolique du genre Euphorbiia bupleuroids subsp présente un effet
positif sur six bactériesle tableauet la figurereprésentent les résultats.

Tableau 14 : les inhibitions des souches bactéries des extraits éthanolique

Diamétres d’inhibitiondes extraitséthanolique

Les souches bactéries Tiges Feuilles

E. coli, 16 mm 18 mm
Staphylococcus aureus 12 mm 10 mm

Salmonella 18 mm 10 mm
Pseudomonas aeruginosa 8 mm 7 mm

Fusarium Oxysporum f.sp. lycopersici 12 mm 7 mm

streptococcus thermophiles 12 mm 6 mm
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o

Figure 16 : les inhibitions des souches bactéries aprés 24h dans 1’incubateur

D’apres les résultats obtenus, nous remarquons qu’indépendamment de la nature de
I’extrait, les bactériespossédent une forte résistance. Cette résistance est en relation avec la
nature de leurs membranes externes (imperméable a la plupart des agents biocides) (Faucher et
Avril, 2002)

Enfin, Pactivité antimicrobienne est dépendante des caractéres physico-chimiques
descomposés phytobiotiques et des souches employées (Sari et al., 2006). Kalemba et
Kunicka,(2003) ont établi la corrélation entre la composition chimique et I'activité
antimicrobienne, etont classé les molécules chimiques selon leur importance du point de vu

activités biologiques comme suit: phénols, alcools, flavonoides, éther.
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Conclusion

Les plantes médicinales étaient toujours une source inépuisables de structures
complexes et diverses vu un réle que peuvent jouer certains composés purs dans beaucoup
d’applications.

Les plantes synthétisent plusieurs substances des métabolites secondaires. Ces
molécules peuvent avoir différents effets chez les insectes : répulsif, attractif, perturbateur du
développement, inhibiteur de reproduction, etc.

Au cours de ces derniéres années, et face a une législation de plus en plus restrictive
sur 1’application des insecticides, la recherche de phytoinsecticides s’inscrit dans une stratégie
particuliérement adapté aux exigences du consommateur tout en préservant I’environnement.

Notre travail a pour objectif d’évaluer les activités biologiques et phytochimiques des
extraits éthanoiques et éthylique de la plante Euphorbiia bupleuroids. Cette étude a permis
d’obtenir les résultats suivants :

. Les résultants du screening phytochimiques réalisé¢ sur les extraits d’E. bupleuroids

subsp mettent en évidence la présence des composés chimique qui possédent des activités

biologique intéressantes. Il s’agit entre autre des flavonoides, des glucides, des alcaloides, des
sucres réducteurs, des saponosides et des composés phénolique.

. Les résultats de la chromatographie sur couche mince explique la diffusion des extraits

par le fait que les systémes des solvants utilisé posséde une grande polarité tandis que les

constituants des extraits étudiés sont des substances moins polaires donc il n’ont pas d’affinité
pour la phase stationnaire et par conséquent I’¢luant va entrainer les composés avec lui.

o Tous les extraits de la plante Euphorbiia bupleuroids subsp ont manifesté une excellente

activité anti-moisissures avec un pourcentage de contamination égale 0.

o La toxicité de l'extrait d’Euphorbiia bupleuroids subsp contre 1’insecte Tribolium

Castaneum a ¢été évaluée par un test d'inhalation en comptant le nombre d'insectes, ou les

résultats obtenus ont montré qu'il a une excellente efficacité pour tuer les insectes de 100%.

o D’apres les résultats obtenus, nous remarquons qu’indépendamment de la nature de
I’extrait, les bactéries possédent une forte résistance. Cette derniére est en relation avec la
nature de leurs membranes externes (imperméable a la plupart des agents biocides).

Il serait également trés instructif d’explorer la composition chimique de I’extrait et de

tester 1’effet isol¢ et synergique des différents constitutions des différents extraits de cette

espece végétale.
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Annexel : Nombre d’adultes Tribolium Castaneumrecensées dans les deux moitiés de papier

filtre (T; la zone traité et N; la zone non traité) traité a différentes doses d’extraits éthylique
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de Euphorbiia .et le pourcentage de répulsion de chaque dose.
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Annexe2 : Nombre d’adultes Tribolium Castaneum recensées dans les deux moitiés de papier

filtre (T ; la zone traité et N ; la zone non traité) traité a différentes doses d’extraits éthanolique

de Euphorbiia .et le pourcentage de répulsion de chaque dose.
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Annexe3 : Nombre d’adultes Tribolium Castaneum enregistré dans 1'évaluation de la toxicité

de l'extrait d’Euphorbiia bupleuroids subsp par l'effet de 1'inhalation en termes de temps.
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Résumé

Afin de valoriser et exploiter le patrimoine végétal dans plusieurs domaines
pharmaceutiques, médicale agro-alimentaire. L objectif de notre étude est d’évaluer 1’activité
biologique de des extraits préparés a partir des feuilles et des tiges d’Euphorbiia bupleuroids
subsp (Activité antimoissisure, antioxydant et antimicrobienne) et la détermination de certains
composés phytochimiques et leur teneur en molécules bioactives. Les tests de criblage
phytochimique ont révél¢ sa richesse en composés phytochimique. Les extraits éthanoiques et
¢éthyliques riches en polyphénols et des flavonoides sont effectuées par La chromatographie

sur couche mince (CCM).

L’¢évaluation antimoissisure de nos extraits réalisée par la méthode de la plaque de sauce

tomate a montré que les extraits exercent une excellente réaction.

L’¢étude de D’activité anti-insecticide a été effectué¢ par d'inhalation en comptant le

nombre d'insectes, ou les résultats obtenus ont montré qu'il a une excellente efficacité pour tuer

les insectes et par effet contact, on peut noter que les extraits de la plante a également une

activité insecticide a I’égard des adultes de Tribolium Castaneum, car la majorité des insectes

sont mortes a 1’effet des deux extraits éthanolique et éthylique.

L’activité antibactérienne; D’aprés les résultats obtenus, nous remarquons
qu’indépendamment de la nature de 1’extrait, les bactéries possédent une forte résistance. Cette
résistance est en relation avec la nature de leurs membranes externes (imperméable a la plupart

des agents biocides).

Nos résultats peuvent étre considérés comme prometteurs et justifient la poursuite des
recherches, entre autres, sur I’identification des composants anti-insecticides antimoissisure et

antimicrobiens dans les extraits actifs.

Mots clés: Euphorbiia bupleuroids subsp, les extraits, Activité antimoissisure, antioxydant,

antimicrobienne, insecticide, 7ribolium Castaneum.

Abstract

In order to enhance and exploit the plant heritage in several pharmaceutical, medical
and agro-food field. The objective of our study is to evaluate the biological activity of extracts
prepared from the leaves and stems of Euphorbiia bupleuroids subsp (Antimold, antioxidant
and antimicrobial activity) and the determination of certain phytochemicalcompounds and their

content of bioactive molecules. Phytochemical screening tests revealed its richness in




phytochimical.the ethanoic and ethylic extracts rich in polyphenols and flavonoids was carried

out by thin layer chromatography (TLC).

The anti-mold evaluation of our extracts carried out by the tomato sauce plate method
showed that the extracts exert an excellent reaction. The study of the anti-insecticide activity

was carried out by inhalation by counting the number.

The study of anti-insecticide activity was carried out by inhalation by counting the
number of insects, Where the results obtained showed that it has an excellent efficiency in
killing insects and by contact effect, we can note that the extracts of the plant also has an
insecticidal activity with regard to the adults of Tribolium Castaneum, because the majority of

the insects died with the effect of the two ethanoic and ethylic extracts.

Antibacterial activity; According to the results obtained, we notice that independently
of the nature of the extract, the bacteria have a strong resistance. The resistance is related to the

nature of their outer membranes (impermeable to most biocidal agents).

Our results can be considered promising and justify furtherresearch, among others, on
the identification of anti-insecticidal, anti-mold and anti-microbial components in the active

extracts.

Key word: Euphorbiia bupleuroids subsp, extracts, Antimold, antioxidant, antimicrobial

activity, insecticidal, Tribolium Castaneum.
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