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Introduction

INTRODUCTION

A travers les siecles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et
I’utilisation des plantes médicinales dans 1'objectif de vaincre la souffrance et d’améliorer la santé
des hommes (Iserin, 2001), sans savoir a quoi étaient dues leurs actions bénefiques, il etait difficile
de définir les molécules responsables de I’action pharmacologique.

Récemment, I’attention s’est portée sur les composés biologiquement actifs isolés des
especes végétales pour I'élimination des microorganismes pathogenes en raison de la résistance que
les microorganismes ont développée contre les antibiotiques synthetiques.

L’ Algérie, par sa situation géographique au centre de la meditrerranée, abrite une végétation
riche et diversifiée. La variabilité de la composition de ces extraits polaires peut altérer la valeur
gastronomique des épices et modifier les effets physiologiques en cas d'utilisation médicinale. Il est
donc facile de comprendre pourquoi les études pharmacologiques exploratoires complexes des
constituants actifs jouent un réle de plus en plus important au-dela des évaluations chimiques et
analytiques.

Notre travail a été motivé d'abord, pour valoriser et de promouvoir les plantes médicinales
de I’Algerie afin de faciliter 1’accés des populations a des remedes traditionnels améliorés a
moindre colt. Mais aussi par la necessité de la valorisation de quelques plantes algériennes, par la
recherche des composés qui peuvent avoir une utilisation thérapeutique. Il s'agit de renforcer la
connaissance phytochimique de ces extraits de plantes et de mettre en évidence des traceurs
spécifiques pour chacune des plantes en vue de I’utilisation ultérieure de leurs extraits dans
I’industrie.

Les especes que nous avons étudiées sont : Centaurea parviflora (Astéracées), Verbascum
betonicifolium Desf (Scrofulariacées) et Ononis alba Poir (Fabacées).

C’est dans cette optique que se situe notre étude dont les objectifs principaux se résument
dans les volets suivants :

* Valoriser les composés des plantes étudiés par I’extraction des extraits polaires a partir des
plantes.

* Caractérisation qualitative de la composition chimique des extraits polaires par (HS-PME CG-
SM) ;

* Evaluation des activités biologique des extraits actifs des plantes choisies.

Ce travail sera présenté comme suit :
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Dans le premier chapitre, nous présentons une analyse bibliographique décrivant les
notions essentielles liés au contexte global de notre travail (Plantes médicinales, phytothérapie et
métabolites secondaires).

Dans le second chapitre, nous présentons une monographie des plantes étudiées

Au niveau du troisieme chapitre nous decrivons le matériel et les méthodes utilisées dans
ce travail notamment :

* L’extraction des polyphenols.
* L analyse qualitative par chromatographie CCM et HSPME GC-MS.
* L ¢étude de I’activité antimicrobienne in vitro par la methodes : diffusion sur disque d’agar

Dans le quatrieme chapitre nous analysons les résultats obtenus puis nous discuttons leur
signification par rapport aux données de la littérature.

Au terme de ce mémoire, nous présenterons une conclusion générale dans laquelle nous
rappellerons les principaux résultats obtenus, puis nous proposerons quelques perspectives pour
notre etudes.

Enfin, nous exposons les références bibliographiques
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I. Plantes médicinales, phytothérapie et métabolites secondaires

1. Historique des plantes médicinales

Depuis des millénaires, les vertus des plantes médicinales sont reconnues parde tres
nombreuses civilisations. Leur usage a des fins thérapeutiques appelé"Phytothérapie", rencontre
aujourd'hui un regain d'intérét 1ié a volonté de retour auxprincipes de la nature (Iserin, 2001).

En effet, depuis quelques années, les plantes sont de nouveau utilisées pourprévenir et
soulager les petits maux quotidiens. La médecine par les plantes est sans doute la plus ancienne
médecine du monde. La botanique a connu un grand essor avec 1'avénement de 1'Islam. Les Arabes
traduisirent et commenteérent le Cornus Hyppocratus, le MATURIA MEDICA deDISCORIDES et
les écrits de Gallien. Les médecins du monde musulman, parmi lesquels Abou Ali Ibn Sina,
contribueérent par leurs travaux, leurs techniques, leurs observations cliniques et leurs
expérimentations a dégager les propriétés des plantes et a nous laisser un matériel thérapeutique
important. Le remede tiré des plantes est considéré comme "une force destiné a seconde la nature,
car la nature préside aux deux Etats. Celui de la santé et celui de la maladie selon Ibn Khaldoun.

D'ailleurs, 1'expérimentation moderne a confirmé les patientes observations faites au cours
des siecles. Les spécialistes de la chimiothérapie ont utilisé les travaux des anciens savants et ont pu
isoler les substances actives des plantes, contribuant ainsi a mettre au point des médicaments de
syntheése. Cependant, I'emploi des médicaments peut entrainer des effets secondaires néfastes d'ou
la nécessité de ne les utiliser que lorsque cela est vraiment indispensable et de les remplacer chaque
fois que cela est possible par les plantes dont les matieres actives sont biologiquement équilibrées et

les effets dangereux pratiquement inexistants (Cheref, 1983).

2. Généralités sur les plantes médicinales

Les plantes médicinales sont des plantes spontanées on les cueille ou on les cultive. Elles se
rencontrent pratiquement sous toutes les altitudes dans les habitats les plus divers (Larousse
Agricole, 1981).0On appelle plante médicinale toutes plante renferment un ou plusieurs principes
actifs capable prévenir, soulager ou guérir des maladies, c'est-a-dire, les plantes dotés de propriété
curatives (Guide des plantes médicinales, 2006).

Selon Sofowora (2010), les plantes médicinales sont toutes les plantes qui contiennent une
ou des substances pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans
la syntheése de drogues utiles (médicaments). L’utilisation des plantes médicinales elle-méme, il
existe de nombreuses preuves dont des documents écrits, des monuments conservés et méme des

médicaments a base de plantes. La conscience de 'utilisation des plantes médicinales est le résultat
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de nombreuses années de luttes contre des maladies grace auxquelles 1'homme a appris a
consommer des drogues dans les écorces, les graines, les fruits et d'autres parties des plantes ; la
science a inclus dans la pharmacothérapie moderne une gamme de médicaments d'origine végétale
connus par les civilisations anciennes et utilisés tout au long des millénaires. Selon 'OMS, environ
80 % de la population mondiale dépend essentiellement de la médecine traditionnelle et 1'utilisation
d'extraits végétaux associée principalement au traitement traditionnel (Beverly et Sudarsanam,
2011; Hosseinzadehet al., 2015).

De nombreuses plantes médicinales sont appliquées par auto-médication ou sur la
recommandation d'un médecin ou d'un pharmacien. Elles sont utilisées indépendamment ou en
combinaison avec des médicaments synthétiques. Pour une thérapie adéquate et appliquée avec
succes, il est important de connaitre l'effet pharmacologique de leurs composants (Petrovska,
2012).

Les grands types d’usages des plantes médicinales et aromatiques par I’homme sont
cosmétiques (astringentes, adoucissantes, cicatrisantes, capillaires, pigmentaires et anti-ecchymose),
aromatiques et condimentaires, alimentaires, industriels (tinctoriales, fibres textiles, insecticides) et
médicinales (Anthoula, 2003).

En Algérie, pays tres riche dans sa biodiversité florale, la médecine traditionnelle y a sa
place malgré 1’absence de complémentarit¢ de la phytothérapie a la médecine.
Botanistes,phytochimistes, pharmacologues et médecins sont appelés a conjuguer leurs
connaissances scientifiques pour que la phytothérapie soit une discipline thérapeutique officielle
comme c'est le cas dans plusieurs pays comme la Chine, la Turquie, etc.... (Kabouche, 2005).En
Algérie, les plantes médicinales et aromatiques sont utilisées principalement dans les zones rurales
par les personnes ageées et qui ont encore 1’expérience de certaines recettes a base de plantes
(Reguieg, 2011).

En effet, ’action des plantes médicinales viennent de leurs métabolites primaires et

secondaires, et sans doute, de la synergie entre les différents composés présents (Reguieg, 2011).
3. La phytothérapie

La phytothérapie est une discipline qui étudie les plantes médicinales et leurs propriétés, en
vue de les utiliser dans les préparations médicamenteuses. Longtemps considéré comme une
expression de la "sagesse populaire”, la phytothérapie revét aujourd’hui une valeur scientifique
sanctionnée par un diplome spécifique qui permet de se consacrer a I'étude systématique de cette
discipline, de devenir un professionnel et de travailler dans les magasins spécialisés, herboristeries

ou pharmacies. A I'heure actuelle, ceux qui se rendent dans une boutique d'herboriste sont donc
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généralement assurés d'étre recus par une personne diiment formée, susceptible de donner des

conseils et d'apporter une solution aux problémes qui lui seront soumis(Plantes médicinales, 1998).
4. Les substances naturelles viennent du métabolisme secondaire

4.1. Les polyphénols

Les composés phénoliques ou polyphénols constituent une famille de molécules organiques
largement présente dans le régne végétal (Dave, 2003), sont caractérisés par la présence d’un cycle
aromatique avec des groupements hydroxyles libres ou engagés avec un glucide (Boizot et

Charpentier, 2006) (Figure 1).

Figure 1. Structure du noyau phénol (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Les polyphénols sont présents dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles de tous les
végétaux. Les principales sources alimentaires sont les fruits et légumes, les boissons (vin rouge,
thé, café, jus de fruits), les céréales, les graines oléagineuses et les légumes secs. Les fruits et
légumes contribuent environ pour moitié a notre apport en polyphénols, les boissons comme le jus
de fruits et surtout café et thé (Middleton et al, 2000).

La classification des polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre de
noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux. Les différentes classes
principales de ces composés phénoliques isolés des plantes sont: anthocyanes, coumarines,
lignanes, flavonoides, tannins, quinones, acides phénoliques, xanthones et autres
phloroglucinols(Jensen, 1991).

Les polyphénols constituent les principes actifs de nombreuses plantes médicinales. Ces
composés sont réputés aussi pour leur caractére antioxydant, neutralisant les radicaux libres et
limitant ainsi certains dommages oxydatifs responsables de plusieurs maladies. En outre, un grand
nombre de polyphénols sont reconnus pour leurs propriétés biologiques.

Chez les végétaux,les polyphénols peuvent intervenir dans certains nombre de fonctions
telles que: La physiologie de la plante (lignification et controle de la croissance). Les interactions
plantes-microorganismes (avec les bactéries, les champignons, les insectes et la résistance aux
rayons UV). La pigmentation des fleurs, des fruits et des graines. La fertilité des plantes et la

germination du pollen.Chez I’homme, les polyphénols présents dans les aliments consommés sont
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en effet, capables d’abaisser la pression artérielle, d’empécher 1’oxydation des LDL (lipoprotéines
de faible densité), d’inhiber la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires, d’empécher
I’agrégation plaquettaire et de stabiliser les cellules immunitaires (Shun-ichi et al., 1976). Ils ont
été décrits comme étant des antioxydants, des anti-allergenes, des anti-inflammatoires, des

antithrombotiques et des antitumoraux (Bogucka-Kocka., 1999).

4.2. Terpeénoides

Le terme terpéne inventé par Kekulé, vient de leur origine historique de 1’arbre de
terebinth : «PistaciaTerebinthus» (Ayad., 2008).

Les terpénes sont des substances généralement lipophiles qui dérivent d’une entité simple a
cinq atomes de carbones (Hopkins., 2003), synthétisés par les plantes, organismes marins, les
champignons et méme les animaux (Benaissa., 2011).

Ce sont des hydrocarbures naturels de structure cyclique ou de chaine ouverte,largement
répandus dans le réegne végétal, provenant de la voie de 1’acide mévalonique(Bhatetal., 2005). Leur
particularité¢ structurale est la présence dans leur squelette d’unité isoprénique a 5 atomes de
carbone (C5HS) dérivées du 2-méthylbutadiene (Bakkalietal.,2008) (Figure2).

La famille des terpeénes comprend des hormones (Gibbérellines et acide abscissique), des pigments
caroténoides (Carotene et xanthophylle), des stérols (Ergostérol, sitostérol, cholestérol), des dérivés
de stérols (Hétérosides digitaliques), le latex (qui est a la base du caoutchouc naturel) ainsi qu’une
grande partie des huiles essentielles qui conférent aux plantes leur parfum ou leur gout (HopKins,
2003).
Selon Hernandez-ochoa. (2005), Ils sont subdivisés selon le nombre d’entités isoprenes en :

-Monoterpenes : formés de deux isoprenes (C10H16).

-Sesquiterpénes : formés de trois isoprenes (C15H24).

-Diterpénes : formés de quatre isoprénes (C20H32).

-Tétraterpenes : formés de huit isoprénes qui conduisent aux caroténoides.

-Polyterpenes : formés de (CSH8) n, ou, (n de 9 a 30).

Figure 2. Structure de ’unité isoprénique (CsHs) (Soléne, 2012)
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4.3. Alcaloides

Un alcaloide est une substance organique azotée d’origine végétale a caractére alcalin et
présentant une structure moléculaire hétérocyclique complexe, parmi les alcaloides on a » tels que
lamorphine, coca et caféine (Raven et al., 2000 ; Badiaga., 2011).

Les alcaloides formant un groupe tres large, ils possedent presque tous unemolécule d'azote
(-N—) qui les rend pharmaceutiquement trés actifs. Certains sontdes médicaments connus qui ont
des vertus thérapeutiques avérées. C'est le cas d'undérivé de la pervenche de Madagascar
(Vincaroseasyn. Catharanthusroseus)employé pour traiter certains types de cancer. D'autres
alcaloides, comme l'atropine,présente dans la belladone (Atropa belladonn), ont une action directe

sur le corpsactivité sédative, effets sur les troubles nerveux (maladie de Parkinson) (Iserin, 2001).

I1. Monographie des plantes étudiées

1. La plante médicinale Centaureaparviflora(Astéracées)

1. 1.Généralités sur la famille des Astéracées

La famille des composées fait partie des plantes médicinales qui ont acquis une trés grande
importance, et constitue la plus vaste subdivision du régne végétal. Cette famille comprend en effet
13 tribus, 1000 genres et 23000 especes. Cette immensité systématique est disponible par sa
répartition a travers tous les continents et se caractérise par son pouvoir d’adaptation aux milieux
climatiques et pédologiques les plus divers (Bremer, 1994).

En Algérie, ellecompte environ 109 genres et plus de 408 especes (Quezel et Santa, 1963).
Cette vastefamille est économiquement importante, elle fournit des plantes alimentaires (la
Laitue,l'Artichaut, 1'Endive, 1la  Chicorée, 1Estragon et le Tournesol,........ etc.),
ornementale(Marguerite, Dahlia, Chrysanthéme et I’Aster), et pharmaceutiques (1I’Arnica, la

Camomille,le Pied de chat, le Tussilage) (Gaussen et Leroy, 1982).

1.2. Habitat et distribution géographique de Centaureaparviflora

Le genre Centaurea se rencontre en Europe méridionale, le bassin méditerranéen, 1’ouest de
I’Asie et le continent Américain (Mabberley, 1987). Dans la nouvelle flore d’Algérie, Quezel et
Santa. (1963) ont reporté et décrit 45 espeéces du genre Centaurea sur le sol Algérien (Quezel and
Santa, 1963).

La plante C.parviflora est assez rare : en sol algérois, Oran et Tlemcen, Constantine, Hauts

plateaux. Elle existe en Algérie et en Tunisie.
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1.3. Description botanique et classification de Centaureaparviflora

Centaurea parviflora appartient a la famille des Astéracées. Le mot « Aster » du grec
signifie étoile, en relation avec la forme de la fleur. Les Asteraceaes (anciennement appelées
Composées) sont une famille appartenant aux Dicotylédones (Quezel et Santa, 1963).

Les Astéracées sont essentiellement des plantes herbacées méme s'il peut exister des arbres,
des arbustes ou des lianes dans cette famille.

Les centaurées sont des plantes herbacées annuelles ou vivaces, a feuilles alternes. Comme
pour toutes les composées, les fleurs, ou fleurons, sont disposées en capitule multiflores
homomorphes ou dimorphes, entourées d'un involucre ovoide ou globuleux a bractées imbriquées
sur plusieurs rangs. Les fleurs sont toutes tubulées, multiflores en cinq lobes. Leur couleur varie le
plus souvent entre le rose, le pourpre et le violet, mais il existe aussi quelques especes a fleurs
jaunes. Ces fleurs entourées d'un involucre ovoide ou globuleux a bractées imbriquées et inégales
sur plusieurs rangs, a la maniere des artichauts. Ces bractées peuvent étre ciliées (cas le plus
fréquent) ou épineuses. Leur observation est essentielle pour déterminer les especes. Le réceptacle
plan ou sub plan est garni de soies abondantes. Les fruits sont des akénes longs ou ovoides, lisses, a
hile latéral, profond, barbu ou non, portant une aigrette assez courte, simple ou double, persistante
ou caduque (Quezel and Santa, 1963).

Plantes suffrutescentes a la base, de 40-60 cm, trés rameuses, formant des buissons serrés,
intriqués. Feuilles supérieures non décurrentes sur la tige. Petits capitules de 5 mm de large sur 15
mm de long, solitaires. L’appendice des bractées sans partie scarieuse blanchitre ou a partie
scarieuse peu marquée; a 8-12 laciniures latérales. Appendices a épine médiane fortement récurvée.
Fleurs supérieures. Akenes pubescents, ventrus, noirs, a 4 stries marquées. Aigrette également le

1/3 de I’akéne (Figure 3).

Figure 3. Image de ’espece Centaurea parviflora
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1.4. Travaux antérieurs et usages thérapeutiques sur C.parviflora

De nombreuses études phytochimiques sur des especes du genre Centaurea ont révélé sa
richesse en métabolites secondaires comme les stéroides (stérols) (Picher et al., 1984 ;Flamini et
al., 2002 ), les composés phénoliques, quelques alcaloides (Seghiri et al., 2006 ; Shoeb et al.,
2006) et les lactones sesquiterpeniques ainsi que les flavonoides qui sont les principaux métabolites
secondaires de ces especes (Marco et al., 2005 ;Seghiri et al., 2006). Des travaux antérieurs sur C.
parviflora ont mené a I’isolement et la détermination de quatre flavonoides de type flavone
rassemblés dans le tableau 01 de 84 — 87 et détecté la présence de lactones sesquiterpéniques.

La plante C.parviflora est un excellent accumulateur de molécules de type terpénique et
flavoniques.Le criblage phytochimique de I’espéce a révélé la présence des flavonoides, tanins,
triterpenes, saponines et des leucoanthocyanes dans ces parties tiges et fleures(Chouh et al.,2015).

Le genre Centaurea présente un grand intérét thérapeutique, notamment comme source
naturelle de sesquiterpenes lactones et flavonoides qui sont les constituants majoritaires de ce genre.

Le genre Centauera est connu depuis longtemps dans la médecine populaire par sa richesse
en substances naturelles curatives, utilisées contre plusieurs maladies tels que le diabéte, la malaria
ainsi que les maladies de la peau et du foie. L’investigation biologique des espéces du genre
Centaurea, a montré que ces derniers possedent diverses activités biologiques, comme, le pouvoir
anti-inflammatoire (Kupchen et al.,, 1971 ; Catherine et al., 2006).Aussi, les especes C.
malacitana et C. corcubionensis posseédent respectivement des propriétés anti-inflammatoires,
digestives, diurétiques, astringentes, cholagogues et peuvent étre utilisées seules ou mélangées avec
d’autres plantes en médecine traditionnelle (Barrero et al., 1997 ; Orallo et al., 1998).

Dans la littérature, plusieurs especes du genre Centaurea sont référenciées pour leur large
utilisation en médecine traditionnelle (Kamanzi et al., 1983 ; Yesilada, 2002). Nous pouvons
citer:Soigner certaines maladies comme le diabete, les rhumatismes, la malaria, 1’hypertension...
(Mohammad et al., 2005). Des pouvoirs diurétiques, antipyrétiques, cytotoxiques et antibactériens
[60]. Un pouvoir antidiabétique et anti-diarrhéique (Mohammad et al., 2005 ; Kose et al., 2007).
Un pouvoir antirhumatismal (Kose et al., 2007). Effet hypoglycémiant et activité antipyrétique
(Masso et al., 1979).

Tableau 1 : Les flavonoides isolés de C. parviflora(Belbache)
R1 R2 R3 R4 Composés
OMe |OMe |OH OMe | 5,3’-dihydroxy-6,7,4’-trimethoxyflavone 84Eupatorin
OMe | OH OMe | OMe | 5,7-dihydroxy-6,3’,4’-trimethoxyflavone 85Eupatilin
OMe |OMe |OMe |OH 5,4’-dihydroxy-6,7,3’-trimethoxyflavone 86 Cirsilineol
OMe | OH OMe | OH 5,7,4’-trihydroxy-6,3’-trimethoxyflavone 87Jaceosidin
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2. La plante medicinale VerbascumbetonicifoliumDesf (Scrofulariacées)

2.1. Généralités sur la famille des Scrofulariacées

La famille des plantes Scrofulariacées comprenant environ 1700 espéces, en fonction de
l'interprétation taxonomique. Elles ont une répartition cosmopolite, méme si elles sont plus
abondantes dans les montagnes tempérées et tropicales, ou en plaine humide pour les gratioles.
Elles ont un grand intérét économique car elles sont des plantes trés voyantes cultivées
comme plantes ornementales pour la feuille ou la fleur ainsi que comme plantes médicinales pour
plusieurs especes, comme les scrofulaires.Les scrofulariacées sont principalement des
plantes herbacées annuelles et vivaces, parfois boisées (arbustes) et seulement quelques-unes sont
des plantes grimpantes. Les feuilles sont des feuilles simples, entieres ou dentées sans stipules.
Les fleurs sont généralement variées, hermaphrodites et irrégulicres. Les fleurs sont souvent
disposées en inflorescences racémeuses. Les étamines sont au nombre de 2 a 5. Le fruit est
une capsule, a la fois déhiscente et indéhiscente (non ouverte). Les graines sont variées.

( https://www.aquaportail.com/taxonomie-famille-114-scrophulariaceae.html)

2.2. Habitat et distribution géographique de Verbascum betonicifolium Desf

Le genre Verbascum L.est distribué dans tous les pays autour de la mer Méditerranée, en
Afrique et en Asie (Figure 4), avec pour centre de diversité la Turquie ou le genre compte 234
especes et un taux d’endémisme de 80% (Davis et al., 1978). A 1’Ouest sa distribution s’arréte avec
I’Océan Atlantique, avec une richesse plus importante en Espagne qu’en France. En effet, 26
especes sont recensées en Espagne dont 4 endémiques (Benedi, 2009), contre une douzaine
d’especes en France dont une endémique en Corse (Jeanmonod et Gamisans, 2007). Au Nord de
I’Europe, la Finlande constitue sa limite extréme. A I’Est il s’arréte en Chine ou il compte 6

especes, et au Sud il n’a pas été observé au-dela de l’Ethiopie et du Sahara algérien.
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Figure 4. Aire de répartition du genre méditerranéen VerbascumL. (Murbeck, 1933)
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2.3. Description botanique et classification de Verbascum betonicifolium Desf

Ce sont des plantes bisannuelles ou vivaces, rarement des annuelles ou des arbustes,
atteignant une hauteur de 0,5 a 3 metres (1,6 a 9,8 pieds). Les plantes forment d'abord une rosette
dense de feuilles au niveau du sol, envoyant ensuite une grande tige florifére. Les plantes
bisannuelles forment la rosette la premicre année et la tige la saison suivante. Les feuilles sont
disposées en spirale, souvent densément poilues, bien que glabres (sans poils) chez certaines
especes. Les fleurs ont cing pétales symétriques; Les couleurs des pétales chez différentes especes
incluent le jaune (le plus commun), I’orange, le brun-rouge, le violet, le bleu ou le blanc. Le fruit est
une capsule contenant de nombreuses graines minuscules (Figure 5).

V.betonicifolium est une dicotylédones appartient a la famille des Scrofulariacées et I’ordre

Lamiales.

Figure 5. Image de ’espece Verbascum betonicifolium Desf

2.4. Travaux antérieurs et usages thérapeutiques de Verbascum betonicifolium Desf

Différentes préparations, décoctions et infusions de Verbascum L. sont utilisées dans la
médecine traditionnelle depuis des siecles dans presque toutes les régions du monde (Tatli et al.,
2004). IIs sont traditionnellement consommés sous forme de thé pour soulager les douleurs
abdominales (Turker et al., 2005). Ils ont été utilisés pour le traitement des maladies
inflammatoires, de I'asthme, de la toux spasmodique et d'autres problémes pulmonaires (Sengiil et
al., 2005; Tatli et al., 2005). ., 2008; Kahraman et al., 2010), également pour le traitement des
hémorroides, des douleurs rhumatismales, des infections fongiques superficielles, de 1'eczéma et
d'autres types d'affections cutanées inflammées et de la diarrhée, ainsi que pour des activités
inhibitrices de la leucémie lymphoide murine et des virus de l'influenza A2 et B sont considérés

comme des inhibiteurs des especes réactives de l'oxygeéne et des métastases tumorales (Ucar-
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Turker et Camper, 2004). Ces especes sont également utilisées dans la médecine traditionnelle
turque pour traiter des problémes respiratoires tels que la bronchite, la toux séche et la tuberculose

(Irem et al., 2007).
3. La plante medicinale Ononis alba Poir (Fabacées)

3.1. Généralités sur la famille des Fabacées

C'est une grande famille qui regroupe environ 12 000 especes réparties en 400 a 500 genres
(Bhattacharyya et Johri, 1998). En Algérie, les Fabacées ligneuses occupent une place importante
et jouent un réle important dans 1'équilibre du milieu naturel et la lutte contre la désertification
(Djabeur-Kaid-Harcheetal., 2007).

La grande famille des Fabacées, appelée gousse ou légume, d’ou le nom de légumineuses
sous lequel cette famille est plus connue. La gousse est un follicule déhiscent qui s’ouvre par deux
fentes longitudinales en deux valves portant chacune une rangée de graines exalbuminées. Les
feuilles sont composées alternes, parfois stipulées, a pétiole épaissi a sa base, dialypétales, souvent
zygomorphes et papilionacées, toujours monocarpellées. Elle est caractérisée par la présence de
nodules racinaires dans lesquels se trouvent les bactéries fixant I'azote atmosphérique.

(De Witt, 1963)

3.2. Habitat et distribution géographique d’Ononis albaPoir

Le genre Ononis, qui compte environ 75 especes, est largement répandu dans la région
méditerranéenne, les 1les Canaries, 1'Europe et 1'Asie centrale (Willis, 1973). En Algérie, O. alba Se

rencontre principalement avec d'autres especes (Quezel et Santa, 1963).

3.3. Description botanique et classification d ’Ononis alba Poir

er

Chaque fleur consiste : 17, en calice monophylle, campanule, et partagé en cinq dents
longues et linéaire, 2°™ en une corolle papilionacée, composée d’un étendard plus grand que les
autre pétale, et ordinairement marquée de ligne colorées et paralleles, de deux ailes plus courts que
I’étendard, et d’une caréne pointure et un peu relevée. Antérieurement, 3°"“en dix étamines dont les

filets sont tous réunis dans leur partie inferieur en une graine entiére qui enveloppe le pistil ; 4°¢

en
un ovaire supérieur, ovale on bélong, d’un style dont le stigmate est simple. Le fruit est une gonfle
fort, en filée communément un peu velue, uniloculaire, et qui renferment quelques semences
réniformes (Jean, 1783) (Figure 6).

0. alba est une dicotylédones appartient a la famille des Fabacée et 1’ordre Fabales.
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Figure 6. Image de I’espece Ononis alba Poir

3.4. Travaux antérieurs et usages thérapeutiques d’Ononis alba Poir

La recherche documentaire sur les espéces d’Ononis a montré que celles-ci possedent des
propriétés thérapeutiques intéressantes et sont utilisées en médecine traditionnelle pour soigner
diverses maladies, telles que le traitement de la jaunisse, les troubles du systéme urinaire, I’herpés et
la peau. Cette famille est composée de variétés horticoles et de nombreuses especes sont récoltées
pour la consommation humaine en raison de leur huile et de leurs fibres. Ils sont également utilisés
comme combustible pour le bois et comme remedes en médecine traditionnelle (Wojciechowski et

al., 2004).

I11. La techniqueMEPS (Microextraction sur Phase Solide par Espace de Téte)
(Solid Phase Micro Extraction Head Space/MS (HS-SPME-GC/MS)

La microextraction en phase solide (solid-phase microextraction, SPME) est, a I’heure
actuelle, la technique d’extraction la plus utilisée pour 1’analyse de la fraction volatile. Cette
technique est peu coliteuse, simple et rapide d’exécution, et possede I’avantage de pouvoir étre
entierement automatisée. Elle s’effectue en une seule étape et ne requiert pas ’utilisation de solvant.
De plus, elle offre une bonne sensibilité et permet une bonne sélectivité grace a la disponibilité
commerciale de plusieurs revétements de fibres différents (Ebeler, 2012). Il a été démontré que la
précision et I’exactitude des résultats analytiques obtenue par SPME sont bien souvent supérieures a
celles des autres techniques préparatives utilisées en CG (Marsili, 2000). Il existe de nombreuses
revues completes et détaillées portant sur cette technique (Pawliszyn, 2000 et 2001).

La SPME se caractérise par I’utilisation d’une microfibre de silice recouverte d’une phase
d’extraction solide exposée a la matrice et ou s’adsorbent les composés d’intérét (Figure7.)
(Pawliszyn, 2000). Apres une durée d’extraction déterminée, la fibre est ensuite introduite dans le
port d’injection de la colonne chromatographique ou les analytes sont désorbés par la chaleur de

I’injecteur puis injectés dans la colonne.
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Les liquides peuvent étre échantillonnés de deux facons soit par I’immersion totale de la
fibre dans le liquide, soit par I’échantillonnage de ’espace de téte (headspace, HS). D’un point de
vue thermodynamique, la technique d’extraction HS-SPME est un processus qui implique
I’établissement d’équilibres de partition entre les différentes phases qui constituent le dispositif (la
phase gazeuse ou headspace, I’échantillon lui-méme et le revétement de la fibre) (Pawliszyn, 2000).
Les principes et la théorie derriere cette méthode d’échantillonnage sont rapportés en détails par

Pawliszyn (1997).

=—————— Support a fibre SPME

Bouchon
avec septum

Fibre avec

polymérique

Vial e

Echantillon

Figure7. Schéma simplifié¢ du dispositif SPME utilis¢ pour I’extraction des composés volatils

(points rouges)avec échantillonnage de 1’espace de téte

Piston l
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Figure 8. Représentation schématique de la SPME. A : extraction des analytes. B : désorption
thermique etanalyse en GC-MS.
Pour les échantilions liquides et solides, il y a généralement trois phasesimpliquées pendant
le procédé de MEPS : une phase gazeuse (espace de téte), une phasecondensée (liquide ou solide) et
une phase d'adsorption (fibre). Une fibre MEPS peut étreplacée dans l'espace de téte ou dans la

phase Liquide d'un échantillon Liquide (Figure8.).En générale, la vitesse d'adsorption est plus
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élevée quand la concentration du composéest plus grande. Si le composé existe principalement dans
la phase liquide, la méthoded'échantillonnage dans le liquide sera plus sensible que
I'échantillonnage dans I'espacede téte et vice versa. Ainsi, les wmposés les pius volatils peuvent étre
séparés en utilisantle mode d'adsorption dans l'espace de téte. L'échantillonnage par MEPS dans
I'espace de téte est préférable si les échantillons contiement des composés non volatils tels que
dessels et des protéines. Pour des composés de tres faible volatilité, I'échantillonnage dans leliquide
est recommandé (Penton, 1997; Yang et Peppard, 1994; Berg, 1993).

La SPME a été appliquée avec succeés a une grande variété d’analytes dans les domaines de
I’environnement, de 1’alimentaire ainsi que dans le domaine pharmaceutique ou biomédical. Dans
sa premiere période de développement, la plupart des applications de la SPME étaient en chimie
environnementale. La SPME a été principalement utilisée pour I’extraction des composés
organiques volatils et semi-volatils.

La SPME a été largement utilisée dans le domaine alimentaire que ce soit pour 1’évaluation
de la qualité nutritionnelle, la caractérisation d’additifs ou 1’analyse des contaminants présents a
I’état de trace. La SPME a aussi montré sa performance dans les secteurs pharmaceutiques et
biomédicaux. Une application connue du grand public est I’analyse des amphétamines dans 1’urine.

Ces analytes ont été également détectés dans le sang, la salive et les cheveux humains.
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Chapitre 11 : Materiel et Méthodes

1. Matériel végétal
1.1. Criteres de sélection des plantes

Pour Ia sélection de nos plantes, nous avons considéré un certain nombre de criteres comme
I’apport de la littérature, pour le présent travail, nous avons sélectionné trois plantes médicinales de
I’Algerie ayant un fort potentiel d’activité du fait de leurs usages traditionnels largement répandus,

aussi le manque des études sur ces especes.

1.2. La récolte des plantes

Le matériel biologique utilisé est constitué de trois especes de plantes médicinales :

Centaurea paviflora (asteraceae): la partie aérienne (feuilles, fleurs graines et tiges) a été récolté
dans les montagnes du Tiaret dans le nord-ouest de I'Algérie(Juin 2018).

L'identification taxonomique a été confirmée par Dr MD Miara du département de biologie
de 1'Université de Tiaret, utilsant la flore d'Algérie (Quezel et Santa. 1962), et un spécimen d'herbier

a été archivé a 'Herbarium de 1’Université Tiaret.

Verbascum betonicifolium (Scrophulariacea):la parties aérienne (feuilles, fleurs et tiges) a été
récoltés a Bouira en Algérie, (Mai 2018).
L'identification taxonomique a été confirmée par le Dr Merabti Karim du département de

biologie de 1'Université de M'sila, utilisant la flore d'Algérie (Quezel et Santa, 1962).

Ononis alba(Fabaceae) la partie aérienne (feuilles, fleurs et tiges) a été récoltée a Bejaia en
Algérie(Juin 2018).

L'identification taxonomique a été confirmée par Dr. Khellaf Rebbas au département de
biologie de l'université de M'sila, utilisant la flore d'Algérie (Quezel et Santa 1962), et un spécimen

d'herbier a été archivé a I'herbier de l'université de M'sila.

1.3. Préparation des échantillons

Apres la récolte du matériel végétal, nous avons procédé au séchage a la température
ambiante (20-25°C) pendant environ un mois a 1’air libre, jusqu’a la stabilisation de leur masse afin
d’éviter d’éventuelles risques d’oxydation des polyphénols et de préserver au maximum I’intégrité
des molécules. Ensuite, les échantillons ont ét¢ récupérés dans des sacs propres et stockés a 1’abri de

la lumiére et d’humidité.
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Mauritanie

o : Sitede recolte

Figure 9. Localisation géographique des sites de récolte des plantes étudi€e sen Algérie

2. Préparation d’extraits bruts par macération

Le matériel végétal a été broyé a I’aide d’un broyeur puis tamisé par un tamis de 2 mm. La
poudre obtenue est conservée a température ambiante, a I’abri de la lumiére et de ’humidité.

Le broyat va constituer la matiere seche qui va servir a 1'extraction.

Le solvant d’extraction a été choisi de maniére a solubiliser un maximum de composés.

Le solvant d’extraction qui a ainsi été testés est: 1’éthanol (EtOH) qui possédent une polarité
et qui vas permettre d’obtenir unextrait polaire.

Le ratio solide : liquide est 1/10 (mg / mL) (Michel, 2011).

Une quantité de 50g de la poudre végétale a été mélangé avec 150 mL du solvant dans un
Erlenmeyer.

Le mélange est maintenu sous une agitation magnétique pendant 30min a température
ambiante. La solution obtenue est ensuite filtrée sur papier filtre (Wattman N°1 de diametre 0.2 pum)

sous vide.
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Le filtrat & ét¢ ensuite récupéré, I’EtOH est concentré sous vide a 60 °C a 1’aide d’un
rotavapeur (BUCHI), I’eau eleminé par I’lyophilisation, 1’extrait sec a été ensuite récupéré, pesé,

étiqueté et conservé a +4 °C jusqu’a I’utilisation.

3. Détermination du rendement des extractions

Le poids de I’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein
(aprésEvaporation) et le poids du ballon vide (avant évaporation) (Mohammedi, 2006).

Le rendement d’extraction (%) est calculé par la formule ci-dessous :

R (%) = (Masse de 'extrait sec / Masse du matriel végétal utilis¢)*100.

4. Analyse chrmatographique
1. Chromatographie sur couches minces
Principe

La chromatographie sur couche mince est une technique analytique rapide, et méthode de
séparation des composés. Elle s’applique aux molécules pures, aux extraits (mélange complexes de
métabolites) et aux échantillons biologiques.

La chromatographie sur couche mince est une méthode physico-chimique rapide repose sur
les phénomeénes d’adsorption, d’interactions et de polarité. Un mélange de composés est placé sur un
support solide (phase stationnaire) qui est plongé dans un solvant (phase mobile) qui, par capillarité,
se déplace le long de la phase stationnaire (Diallo, 2005). La phase mobile va entrainer les composés
qui migreront a une hauteur variant en fonction de leur affinité pour la phase stationnaire et la phase
mobile. On peut ainsi caractériser les composés selon leur Rf (Rapport frontal: rapport de la distance
de migration du composé par rapport a celle du solvant).

Elle permet d’avoir une idée globale des métabolites présents, permet un contrdle aisé et
rapide de la pureté d’un composé lorsque les conditions opératoires sont bien déterminées.

Elle permet également de suivre la progression d’une réaction étant donné qu’elle indique le
nombre de composants dans un mélange réactionnel [Falleh et al., 2008]. En effet, lorsque le systeme
de solvant ou 1’¢luant est bien choisi.

Mode opératoire

Les polyphénols et particuliecrement les flavonoides ont ét¢é mis en évidence par
chromatographie sur couchemince suivant le protocole décrit par Wagner (1996)et repris par Bengag
(2009).

On utilise les plaques en aluminium recouvertes de gel de silice Merck 60F254,

La cuve de migration est partiellement remplie du mélange de solvant (phase mobile) afin

qu’elle soit saturée en vapeur d’éluant ce qui facilite et améliore la migration. Une ligne de dépdt est
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tracée a 1,5 cm du bord, les échantillons y sont déposés, puis 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. Les systemes de solvant que nous avons employés le plus couramment sont les suivants
(TAB):

Ces compositions ne sont bien slir qu'indicatives et peuvent €tre adaptées aux besoins
spécifiques d'une analyse.

Les CCM sont analysées en lumiere visible et sous UV (254 et 356 nm), avant et apres
révélation par les réactifs appropriés.

Apres leur développement, les chromatogrammes sont révélés par le réactif de Folin-
Ciocalteu suivi d’une fumigation a la vapeur d’ammoniaque (pour les polyphénols) et avec le réactif
NEU (NP/PEG) (pour les flavonoides et acides phénoliques). Les plaques sont observées sous
lumiere visible et sous une lampe UV 365 nm, apres révélation par les réactifs.

L'utilisation de différents réactifs sur les plaques de chromatographie sur couche mince apres
élution, permet de comparer les profils des fractions séparées et de les rassembler en fonction de leurs
similitudes, d'obtenir des renseignements supplémentaires sur le type d'une molécule (cas de réactifs
spécifiques) et éventuellement permettre de localiser certains composés, invisibles sans dérivatisation
chimique.

Les principaux réactifs utilisés sont montrés dans le Tableau 2.

Tableau 2. Systémes solvants utilisés dans les séparations par (CCM)

N Les systémes solvants Abréviation Rapport (v/v)

1 | Toluene/Chloroforme/Méthanol Flvonoids (4/4/1) (v/v/v) | Aslam et al., 2016

2 | Chloroforme / Méthanol - (10/1) (v/v) Wang et al., 1999

3 | Acétate d’éthyle/Méthanol/Eau Poly/ (8/1/1) (v/v/v) | Mbaihougadobé et
Flvonoids al., 2017

4 | Méthanol/ Eau Polyphenols (7/3) (v/v) Fernando, 1993

5 | Butanol/Acide acétique/Eau Flvonoids (40/10/50) (v/vIv)

Révélation et calcul du rapport frontal (Rf)

Apres séchage a Iair libre, les plaques ont été révélées par deux méthodes:

1°® méthode (révélation chimique) : Révélation des taches a 1’aide d’un révélateurchimique,
solution d’acide sulfurique (20 : 80 ; v : v).

2°™ méthode (révélation physique) : Révélation des taches sous une lampe UV (365nm).
Dans tous les cas, les positions des taches (spots) colorées doivent étre notées en les

cerclantjuste a la fin de la chromatographie car certains produits disparaissent avec le temps.
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Enfin calculer le rapport frontal (Rf) pour chaque spot par la relation suivante:

Rf =Distance parcourue par le constituent/ Distance parcourue par l’éluant

2. Analyse avec MEPS (Microextraction sur Phase Solide par Espace de Téte) (Solid Phase
Micro Extraction Head Space/MS (HS-SPME-GC/MS)

Les travaux d’analyse sont faits au laboratoire de 1’universit¢ de Madere auPortugal.

Les composés volatils des parties aériennes des plantes etudiées ont été isolés par
microextraction en phase solide (SPME) en utilisant une fibre recouverte de phase divinylbenzene /
carboxeéne / polydiméthylsiloxane50 / 30mm (CAR / PDMYS) et analysés par GC-MS (Figurel0).

La fibre a été conditionnée avant utilisation par insertion dans l'injecteur de CPG a 250 ° C
pendant 1 h et nettoyée avant chaque utilisation. La température d'extraction choisie était de 50 ° C
afin de donner une meilleure estimation du profil des ardmes. L'équilibre des composés d'ardme entre
la fibre d'enrobage de SPME et l'espace libre de chaque échantillon a été déterminé en triple. Des
parties aliquotes de 0,5 g de parties aériennes séchées ont été placées dans un ensemble de flacons
(capacité 10 ml) scellés par des septa en téflon et des bouchons en aluminium. La fibre a été insérée
dans l'espace libre des flacons contenant les parties aériennes séchées de thym a 30 ° C pendant 5, 10,
15, 20, 30, 50 et 60 minutes. La fibre a été désorbée a 250 ° C pendant 3 minutes dans 1'injecteur du
GC.

SAMPLING DESORPTION

PLACED INTO GC
FIBER WITHDRAWN INJECTOR PORT
SPME HOLDER —— ——

GC INJECTOR PORT
FIBER

SAMPLE

GC COLUMN

Figurel0. Protocole de 1’analyse par Microextraction sur Phase Solide par Espace de Téte
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5. Evaluation des activites antimicrobiennes
La méthode de diffusion sur disque a été employée pour la détermination in vitro de l'activité
antimicrobienne.Nous avons préféré de les tester contre plusieurs bacteries, Gram * Gram ~, et une

levure.

1. Généralités

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classés parmi les procaryotes, car ilsne
possedent pas de membrane nucléaire. Ce caractere les distingue des autres organismesunicellulaires
classés parmi les eucaryotes (champignons, algues, protozoaires). Toutes lesbactéries rencontrées en
pathologie appartiennent aux Bacteria.

Les bactéries ont généralement un diamétre inférieur a Ium. On peut les voir au
microscopeoptique, a I’état frais ou apres coloration. Leur forme peut étre sphérique (cocci), en
batonnet (bacilles), incurvée (vibrions) ou spiralée (spirochetes). Les détails de leur structure ne
sontvisibles qu’en microscopie électronique (Nauciel et Vildé., 2005).

L'activité antimicrobienne des extraits de plantes ont formé la base de beaucoupd'applications,
y compris, pharmaceutiques, thérapie naturelle et la conservation desaliments (Sagdicet al., 2002). IL
est, sans doute, tres complexe, et peut impliquer de multiplesmodes d'actions tels que I'inhibition des
enzymes microbiennes extracellulaires, la séquestration de substrat nécessaire a la croissance
microbienne, I’inhibition du métabolisme microbien (Milane,2004), dégradation de la paroi
cellulaire, perturbation de la membrane cytoplasmique, se qui cause une fuite des composants
cellulaires, I’influence de la synthése de 'ADN et I'ARN (Zhang et al., 2009), des protéines, des
lipides, et de la fonction mitochondriale (Balentineet al., 2006), ainsi que la formation des
complexes avec la paroi cellulaire (Gangouépiéboji, 2007).

Le mode d'action des agents antimicrobiens dépend également du type de micro-organismeset
de l'arrangement de la membrane externe (Shan et al., 2007).

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobien des extraits isolés des plantes etudiées par
la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosés solides, Mueller-Hinton pour les bactéries

L’activité antimicrobienne des extraits a été estimée en termes de diametre de la zone
d'inhibition autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de huite (8) germes non
pathogenes.

Escherichia coli

C’est une bactérie a Gram', commensal du tube digestif de I’homme et de I’animal, (Kaper et

al., 2004), de forme non sporulée, de type aérobie facultative, généralement mobile grace aux

flagelles, sa longueur varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 pm, E. coli représente la
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bactérie la plus impliquée dans les infections aigues d’appareil urinaire, elle provoque également les
diarrhées d’été ,diarrhée infantile et les intoxications alimentaires (Percival, 2004).
Staphylococcus aureus

Ce sont des cocci Gram positif avec un diametre de 0,5 a 1,5 um, de forme non sporulée, qui
tendent a se grouper en paires, petites chaines, elles sont habituellement non capsulée, ou possédant
des capsules limitées, elles sont anaérobies facultatives. Staphylococcus aureus représente 1’agent
commun des infections postopératoires de blessures, endocardite aigue, intoxication alimentaire
(Dworkin et Falkow, 2006).

Pseudomonas aeruginosa

Ce sont des bacilles Gram négatif, de forme non sporulée, elles sont aérobies, mobiles grace a
la présence de 1 a 2 flagelles, ce type de bactérie synthétise de types principaux de pigments
pyocyanine : bleue phénazine, pyoverdine: jaune vert, il s’agit de bactéries résistantes pour plusieurs
antibiotiques (Percival, 2004). Pseudomonas aeruginosaest responsable de 16% des cas de
pneumonie nosocomiale, 12% des infections urinaires, 8 % des infections suites aux blessures
chirurgicales (Van Delden et Iglewski, 1998).

Candida albicans

Actuellement, le genre Candida comprend 81 especes de champignons levuriformes. Candida
albicansest la plus souvent a 1’origine de la plupart des manifestations pathologiques chez I’homme.
On la rencontre habituellement, & I’état saprophytique, dans le tube digestif de ’homme et, par
contiguité, elle peut étre retrouvée au niveau de la muqueuse vulvo- vaginal, (ou de la bouche). Mais
on ne retrouve qu’exceptionnellement Candida albicansau niveau de la peau. Cette espece est
responsable de plus de 80 % des infections connues sous le terme de candidose, comme les infections
superficielles cutanées, infections superficielles muco- cutanées (Delorme et Robert, 1997).
Aspergillus sp

Aspergillus sp. sont les especes fongiques les plus communes qui sont capables de produire
des mycotoxines dans les produits alimentaires. Les mycotoxines sont connues pour €tre une cause
puissante capable de produire un cancer hépatique chez les animaux et les humains. La présence et la
croissance des champignons peuvent entrainer la détérioration et la réduction de la qualité et la
quantité des aliments (Rasooli et Abyaneh, 2004).

Dans différentes parties du monde, il y a une inquiétude croissante au sujet de la
contamination des aliments, 1'exposition environnementale et professionnelle aux spores fongiques de
différentes especes, en particulier a l'aflatoxine produit par ces especes fongiques comme le cas d’A.
flavuset A. niger (Takahashi et al., 2004) ; qui sont des ascomycete filamenteux qui ont une

distribution ubiquitaire dans I'environnement. IlIs sont connus par ses implications dans les infections
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opportunistes humaines. Le mode de la transmission principal aux humains est par l'inhalation des
conidies (Desai et Ghosh, 2003). En plus de l'inhalation, une voie secondaire de transmission a été

rapportée soit par contact avec la peau ou a travers une blessure (Krishnan et al., 2009).

2. Test de I’activité inhibitrice

Cette manipulation comporte les étapes suivantes:
*Préparation d’une jeune culture bactérienne (la purification) ;
*Couler dans les boites de pétri une quantité de gélose nutritive équivalente a 13 ou 15ml;
*Prélever a 1'aide d’une pipette pasteur une colonie bactérienne bien isolée et réaliser des stries séries
de bactérie (souche de référence) ;
*Incuber par la suite a 37°C pendant 24 h.
Préparation des disques
*Préparer les disques de papier filtre de 6 mm de diametre (Whatman N° 1) ;
*Stériliser les disques a 1’autoclave, a 120°C pendant 20 minutes ;
Test d’activité antibactérienne ;
*Couler dans les boites de pétri une quantité de milieu de culture de Muller Hinton équivalente a 13
ou 15 ml;
*Apres la gélification des boites, prélever a 1’aide d’un écouvillon une colonie bactérienne bien
isolée ;
*Transvaser le contenu de 1'écouvillon dans un tube contenant 5 ml de bouillon nutritif stérile, et
laisser reposer ;
*Laisser les boites entrouvertes devant la flamme jusqu’a complete solidification ;
*Transvaser le contenu de I'onse dans un tube contenant 5 ml de bouillon nutritif stérile ;
*Déposer quelques gouttes de la suspension bactrienne (inoculum) sur la surface de lagélose, puis
étaler a I’aide un rateau et s’assurer que la surface de la gélose est bien séchée ;
*A I’aide d’une pipette pasteur on réalise des stries séries de bactérie (souche de référence) a partir
d’une culure bactérienne on choisissantune colonie bactérienne bien isolée ;
*Déposer a 1'aide d'une pince stérile les disques (trois disques par boite), imprégnésd’extrait végétal,
sur la surface de la gélose ;
*Placer les boites de pétri a basse température (+4°C) pendent 15 a 30mn afin depermettre aux
extraits de diffuser dans la gélose avant que les bactéries ne commencenta se multiplier ;
*Retirer les boites du réfrigérateur et les placer a I’étuve, a la température optimale decroissance du
germe a étudier (37 °C) pendent 24 h. Les boites doivent étre placéescouvercle en bas.

Lecture des résultats
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*Apres 24 heures d’incubation, mesurer a 1’aide d’une régle graduée le diameétre d’inhibitiondes
bactéries auteur des disques. Le diametre (mm) de la zone entourant le disque estproportionnel a la
sensibilité du germe étudié.

Nous avons utilisé la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solide, Muller
Hinton, contre la culture bactérienne Le pouvoir antibactérien des extraits a été estimé en termes de
diameétre de la zone d'inhibition

Disque de papierpréalablement imprégné dans 1’extrait des trois plantes médicinales

6. Analyse des données

Les résultats obtenus seront présentés sous la forme des tableaux par le biais du logiciel

Excell 2010.
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Chapitre 111 : Resultats et Discussion
1. Rendement et resultats d’extraction

Les résultats du rendement d’extraction des trois plantes etudiées (C. paviflora, O. albaet
V.betonicifolium) par maceration avec EtOHsontreprésentésdans le tableaulll

Tableau III. Rendement d’extraction (%) d’C. paviflora, O. alba et et V.betonicifolium par par
maceration avec EtOH

Plante Aspect couleur Rendement

C. paviflora Pate Verte 2.36%
collante foncée

V. betonicifolium Pateux Verte 2.16%

0. alba Pateux Verte 2.28

Les rendements de l'extraction varient de 2.16 a 2.36 %, dans lequelle ’extrait de C.

parviflora a donné le meilleur rendement que ceux des deux autres especes.

2. Analyse qualitatif des composés phénoliques par chromatographie sur couches minces

(CCM)

Pour une caractérisation partielle de nos extraits éthanoliques, une CCM a été réalisée. Avec
la variation de systéme de solvants nous sommes arrivés a une bonne séparation avec les systémes.

Apres le développement du chromatogramme, et lorsque le front du solvant D’¢élution a
atteint la ligne supérieure, la plaque a été retirée, séchée et examinée sous la Lampe UV a 365nm
afin d’avoir une identification du nombre de constituants présents (Bougandoura, 2011).

L’analyse qualitative aprés CCM, révélation chimique et visualisation sous UV a 366 nm,
apermis de mettre en évidence de nombreuses taches (spots) colorées surtout en bleu, mauve, jaune
etrose. Ces trois colorations confirment la présence des composés phénoliques (Markham, 1982).

D’apres les résultats (TableaulV, Figurell) ont peut noter les remarques suivantes :

- Le nombre de taches indique que la quantité des composés phénoliques et des dans les
deux plantesC. Paviflora et O. alba est plus élevée que celle de V. betonicifolium.

- Ce résultatest en accord avec ceux de certains travaux avec d’autres plantes Markham.
(1982).

- Le nombre de taches dansC. paviflora est plus élevé que celui dans O. alba, cela confirme
que cette plante renferme les composés phénoliques plus.

- Le nombre de taches dans le systéme acétate d’éthyle et dans le systéme toluene est plus
¢levé que celui dans les trois d’autre systéme, cela signifie que la plante C. pavifloraest riche en

composés phénoliques type Anthocyanidine-3-glycosides et Anthocyanidine-3,5-diglycosides.Cela

25



Chapitre 111 : Resultats et Discussion

renforce ce que nous 1’avons observé précédemment sur ’activité antibactérienne ou deux zones
d’inhibitions étaient bien observables dans 1’extrait de C. paviflora

Enfin, nous pouvons conclure que les résultats de la CCM confirment la présence des
composés phénoliques dans I’extraits de la plante de C. paviflora et renforce également ce que nous
avons obtenus précédemment.

Tableau IV. Résultats de la CCM apres révélation avec UV 366 nm

C. paviflora V. betonicifolium 0. alba
RF | Uv/366nm | RF Uv/366nm RF Uv/366nm
Systheme 0.12 | Rosepale | 0.12 Rose 0.06 Mauve
1 0.18 | Bleu pale 0.31 Rose 0.17 Violet
Toluene/Chlor | 0.56 Rose 0.41 Rose 0.22 Bleu
oforme/Métha 0.6 Rose 0.51 Rose 0.28 blancfluoresce
nol 0.65 Bleu 0.75 Violet 0.33 nt
0.78 Violet 0.93 Bleu 0.45 Violet
0.95 | Bleu pale 0.5 Violet
0.58 Rose
0.65 Violet
0.76 Rose
0.93 Bleu
Violet
Bleu
Systhéme 0.29 Mauve 0.12 Mauve 0.15 Mauve
2 0.73 | Rosepale | 0.24 Mauve 0.35 Mauve
Chloroforme / 0.67 Rose 0.62 Gris
Méthanol 0.66 Rose
0.7 Bleu blanc
0.83 fluorescent
gris
Systhéme 0.12 Bleu 0.11 Bleu blanc 0.34 Gris
3 0.24 jaunatre 0.2 fluorescent 0.48 Mauve
Acétate 0.34 Gris Bleu blanc 0.74 Mauve
d’éthyle/Méth | 0.39 Gris fluorescent
anol/Eau 0.6 Gris
0.44 Jaune
0.74 | Bleu blanc
fluorescent
Gris
Systhéme 0.88 Gris 0.41 Rose 0.43 Mauve
4 sombre 0.76 Mauve
Méthanol/ Eau
Systhéme 0.31 Gris 0.51 Bleu 0.52 Violet
5 0.4 Gris 0.59 Mauve
Butanol/Acide | 0.52 somber 0.72 Violet
acétique/Eau Bleu blanc
fluorescent
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Plaque CCM de avec le systeme :Toluene/Chloroforme/Méthanol

Plaque CCM avec le systéme : Chloroforme / Méthanol

Plaque CCM avec le systéme : Acétate d’éthyle/Méthanol/Eau
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Plaque CCM avec le systeme : Méthanol/ Eau

Plaque CCM avec le systeme : Butanol/Acide acétique/Eau

Figurell. Photos des Résultats de la CCM apres révélation avec UV 366 nm

3. Resultats d’analyse par Microextraction sur Phase Solide par Espace de Téte (HS-SPME-
GC/MS) (Solid Phase Micro Extraction Head Space/MS) (HS-SPME-GC/MS)

MPSE est une technique rapide, sans solvant, qui permet I’échantillonnage rapide et facile
des composés volatils. Au moyen de cette technique, nous avons étudié les substances volatiles

émises par les différentes parties de trois especes montrant la différence de composition.
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Les composés aromatiques des parties aériennes entieres fraiches, congelées et seches de (C.
paviflora, V. betonicifoliumetO. alba), extraits par HS-SPME en utilisant une fibre CAR / PDMS,
puis analysés par GC / FID et GC / MS, sont répertoriés dans les tableaux V-VII.

On constate selon les resultats de 1’analyse HPMSE des trois plantes les remarques suivantes :

La plante C. paviflora renferme le nombre le plus elvé des composés identifiés qui est
55composés puis la plante V. betonicefolium avec 47 composés identifiés, Par contre O. alba est la
plante qui renferme le nombre le moins elvé avec que 33 composés identifiés.

En ce qui concerne la qualité des composants identifies par 1’analyse HPSME on peut dire
que les trois plantes renferment presque les memes types de composés qui sont des :

Aldehydes, alcools, furanes, cetones et acides carboxiliques.

Pour I’espece O. alba: Au total, 33 composants volatils ont été identifiés dans la partie
aérienne entiére d’Ononis albadont 11 aldéhydes, 5 acides carboxyliques, 4 alcools, 4 cétones, 3
esters, 3 hydrocarbures, 2 furannes et 1 sulfure (Tableau V).

1. Aldéhydes: Composés: propanal, 2-méthylbutanal, 3-méthylbutanal, pentanal, 2-buténal,
hexanal, trans-2-penténal, trans-2-hexénal, octanal, nonanal, décanal,

2. Acides carboxyliques: acide acétique, acide propanoique, acide isovalérique, acide
hexanoique, acide octanoique.

3. Alcools: Cis-3-hexénol, nonanol, benzéneméthanol, benzéneéthanol.

4. Cétones: 1-penténe-3-one, acétoine, 6-méthyl-5-hepténe-2-one,-ionone

5. Esters: caprylate d'éthyle, décanoate d'éthyle, acétate de phényléthyle

6. Hydrocarbures: heptane, 2-thiapropane, 2,2,4,6,6-pentaméthylheptane.

7. Furanes: 2-éthylfurane, dihydroactinidiolide

8. Soufre: diméthylsulfoxyde

Pour I’espece V. betonicifolium: Au total, 47 composants volatils ont été identifiés dans la
partie aérienne entierede V. betonicifoliumdont 13 aldéhydes, 5 acides carboxyliques, 16 alcools, 6
cétones, lhydrocarbureet 6 furannes(Tableau VII).

1. Aldéhydes: Composés: Butanal, propanal, 2-méthylbutanal, 3-méthylbutanal, pentanal,
hexanal, trans-2-penténal, Heptanal, trans-2-hexénal, Trans-2, trans-4-heptadienal, Cis-4-hepten-1-
al, nonanal, décanal.

2. Acides carboxyliques: acide acétique, acide propanoique, acide isovalérique, acide

hexanoique, acide octanoique, Acidepentanoique.
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Tableau V: Profil d'arome (pourcentages des composés identifiés) des parties aériennes d'O. alba
par analyse HS-SPME / GC-MS (fibre: carboxen polydiméthylsiloxane-divinyl benzene (CAR

PDMSDVB))(Dr.Bendif)
No. Composés LRI LRILit Groupede %
CcOmposés
1 Heptane 783 859 Hydrocarbons 0,415
2 2-thiapropane 805 773 Hydrocarbons 5,711
3 Propanal 829 816 Aldehydes 0,817
4 2-methylbutanal 934 937 Aldehydes 4,940
5 3-methylbutanal 939 957 Aldehydes 6,646
6 2-ethylfuran 977 983 Furans 0,738
7 2,2,4,6,6-pentamethylheptane 990 989 Hydrocarbons 0,174
8 Pentanal 1006 935 Aldehydes 7,474
9 1-penten-3-one 1052 1030 Ketones 0,993
10 2-butenal 1076 1086 Aldehydes 0,540
11 Hexanal 1123 1094 Aldehydes 3,592
12 Trans-2-pentenal 1172 1147 Aldehydes 0,638
13 Trans-2-hexenal 1257 1238 Aldehydes 2,268
14 Acetoin 1308 1292 Ketones 0,584
15 Octanal 1315 1303 Aldehydes 0,848
16 6-methyl-5-hepten-2-one 1349 1341 Ketones 1,225
17 Cis-3-hexenol 1377 1366 Alcohols 0,889
18 Nonanal 1386 1374 Aldehydes 3,123
19 Ethyl caprylate 1412 1415 Esters 4,240
20 Acetic acid 1423 1427 Carboxylic acid 14,131
21 Decanal 1444 1472 Aldehydes 1,295
22 Propanoic acid 1468 1486 Carboxylic acid 1,245
23 Dimethyl sulfoxide 1471 1553 Sulfur 1,876
24 Ethyl decanoate 1506 1595 Esters 11,683
25 Nonanol 1511 1653 Alcohols 0,419
26 Isovaleric acid 1521 1636 Carboxylic acid 1,740
27 Phenylethyl acetate 1564 1786 Esters 6,324
28 Hexanoic acid 1578 1810 Carboxylic acid 3,149
29 Benzenemethanol 1580 1837 Alcohols 1,047
30 Benzeneethanol 1590 1856 Alcohols 3,890
31 A-ionone 1599 1857 Ketones ND
32 Octanoic acid 1633 2011 Carboxylic acid 2,722
33 Dihydroactinidiolide 1684 2325 Furans 1,735
Total identifié (%) 97.11
Nombre des composés identifiés 33

(RT-retention time on DB-wax column (min), RI — retention index; sorted alphabetically by class, structure, compound identity).

LRI relative to C6 — C28 n-alkanes on the DB-5 column. ® LRI taken from (Adams, 2007)

3. Alcools: Propanol, 1-butanol, 1-penten-3-ol, 3-methyl-1-butanol, 2-methyl-1-butanol, 1-

pentanol,

2-hexen-1-0l, 1-hexanol,

benzéneméthanol, benzéneéthanol.

1-octen-3-ol,

2-ethylhexanol,

Cis-3-hexénol,

nonanol,
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Tableau VI: Profile d'ardme (pourcentages des composés identifiés) de la partie aérienne de V.
betonic lf olium par analyse HS-SPME / GC-MS (ﬁbre carboxen polydiméthylsiloxane-divinyl benzene (CAR

pDMSDVB))(Dr.Bendif)

No. Composés LRI* LRI  Groupe de %
Lit" COmMPposés

1 Heptane 783 859 Hydrocarbons 0,4325577
2 Propanal 829 816 Aldehydes 0,6848773
3 2-propanone 846 818 Ketones 2,401659
4 Furan-2-methyl 893 877 Furans 1,1753832
5 Butanal 899 899 Aldehydes 0,6476118
6 Furan-3-methyl 915 901 Furans 1,1104548
7 2-butanone 915 915 Ketones 0,6476118
8 2-methylbutanal 934 937 Aldehydes 4,1261411
9 3-methylbutanal 939 957 Aldehydes 3,8968714
10 2-ethylfuran 977 983 Furans 9,1175014
11 Pentanal 1006 935 Aldehydes 6,4834402
12 1-penten-3-one 1052 1030 Ketones 1,762897
13 Propanol 1068 1061  Alcohols 0,4394002
14 Hexanal 1123 1094  Aldehydes 6,0509188
15 Trans-2-pentenal 1172 1147  Aldehydes 3,07985
16 1-butanol 1184 1173  Alcohols 1,3235594
17 1-penten-3-ol 1200 1187  Alcohols 4,452091
18 3-methyl-1-butanol 1223 1225  Alcohols 1,7523777
19 Heptanal 1228 1195  Aldehydes 1,0722482
20 2-methyl-1-butanol 1244 1220  Alcohols 1,6211827
21 Trans-2-hexenal 1257 1238  Aldehydes 2,064051
22 Furan-2-pentyl 1270 1249  Furans 2,058988
23 Cis-4-hepten-1-al 1278 1269  Aldehydes 0,7361978
24 1-pentanol 1281 1270  Alcohols 2,6905005
25 Acetoin 1308 1292  Ketones 0,3660137
26 Trans-2-(2-pentenyl) furan 1324 1282  Furans 1,2815828
27 2-hexen-1-ol 1334 1363  Alcohols 1,7456055
28 6-methyl-5-hepten-2-one 1349 1341  Ketones 2,9041462
29 1-hexanol 1358 1357  Alcohols 1,8841237
30 Cis-3-hexenol 1377 1366  Alcohols 4,8107986
31 Nonanal 1386 1374  Aldehydes 1,2387109
32 1-octen-3-ol 1417 1419  Alcohols 3,4273853
33 2-ethylhexanol 1437 1441  Alcohols 0,8248059
34 Trans-2,trans-4-heptadienal 1441 1462  Aldehydes 2,2833176
35 Decanal 1444 1472 Aldehydes 0,8728451
36 Propanoicacid 1468 1486  Carboxylic acid 1,2583211
37 Nonanol 1511 1653  Alcohols 0,6915911
38 Isovalericacid 1521 1636  Carboxylic acid 1,804723
39 Pentanoicacid 1546 1685  Carboxylic acid 1,3748283
40 Hexanoicacid 1578 1810  Carboxylic acid 2,1561899
41 Benzenemethanol 1580 1837  Alcohols 2,6589778
42 Benzeneethanol 1590 1856  Alcohols 0,6257609
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43 A-ionone 1599 1857  Ketones 0,4490295
44 Octanoicacid 1633 2011  Carboxylic acid 1,4257801

Tableau VI (La suite): Profile d'ardme (pourcentages des composés identifiés) de la partie
aérienne de V. betonicifolium par analyse HS-SPME / GC-MS (fibre carboxen polydiméthylsiloxane-divinyl
benzene (CAR PDMSDVB)) (Dr.Bendif)

45 A-bisabolol 1661 2179  Alcohols 0,9651254
46 Dihydroactinidiolide 1684 2325  Furans 2,4254938
47 Pentaethylene glycol
monomethylether 1693 NF Alcohols 0,9651254
Groupe de composés [ % ]
Alcohols 16
Aldehydes 13
Carboxylic acid 05
Furans 06
Hydrocarbons 01
Ketones 06
Total identifié (%) 98,27
Nombre des composés identifiés 47

(RT-retention time on DB-wax column (min), RI — retention index; sorted alphabetically by class, structure, compound identity).
LRI relative to C6 — C28 n-alkanes on the DB-5 column. ® LRI taken from (Adams, 2007)

4. Cétones: 2-propanone,2-butanone, 1-penténe-3-one, acétoine, 6-méthyl-5-heptene-2-one,
A-ionone.

5. Hydrocarbures: heptane.

6. Furanes: Furan-2-methyl, Furan-3-methyl, 2-éthylfurane, Furan-2-pentyl, Trans-2-(2-
pentenyl) furan, dihydroactinidiolide

Pour ’espece C. parvifola: Au total, 55 composants volatils ont été identifiés dans la partie
aérienne entiere de C. parvifola dont 15 aldéhydes, 1 Nitrile,5 acides carboxyliques, 1 Terpene, 17
alcools, 2 Sulfur, 4 cétones, 3hydrocarbures, 2 Esters et4 furannes (Tableau 07).

1. Aldéhydes: Composés: propanal, Butanal, 2-propenal,2-methyl, 2-méthylbutanal, 3-
méthylbutanal, pentanal, hexanal, trans-2-penténal, 2-methyl-1-butanol, Heptanal, trans-2-hexénal,
nonanal, Octanal, Decanal.

2. Acides carboxyliques: acide propanoique, acide isovalérique, Acide pentanoique, acide
hexanoique, acide acetique.

3. Alcools:1-butanol, 1-penten-3-ol, pentanol, 2-hexen-1-ol, 1-hexanol, Cis-3-hexénol, A-
citronellol, 1-octen-3-ol, 2-ethylhexanol, benzéneméthanol, benzeéneéthanol, Diethylene glycol,
Butoxytriethylene glycol, Pentaethylene glycol monomethyl ether, Triethylene glycol methyl ether.

4. Esters : Methyl acetate, Ethyl decanoate
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5. Cétones: 2-propanone, 4,5-dimethyl-4-hexen-3-one, acétoine, 6-méthyl-5-hepténe-2-oneet

E)-geranylacetone.

Tableau VII. Profil d'ardbme (pourcentages des composés identifiés) de la partie aérienne de C.
parvifola par analyse HS-SPME / GC-MS (fibre carboxen polydiméthylsiloxane-divinyl benzene (CAR PDMSDVB))

(Dr.Bendif)

No. composés LRI LRILit Groupede composés %

1 Heptane 783 859 Hydrocarbons 0,3484802
2 2-thiapropane 805 773 Sulfur 0,2211814
3 Propanal 829 816 Aldehydes 0,5544807
4 N-octane 836 793 Hydrocarbons 0,1652182
5 2-propanone 846 818 Ketones 1,4402514
6 Methyl acetate 858 864 Esters 0,1704792
7 Furan-2-methyl 893 877 Furans 0,5039617
8 Butanal 899 899 Aldehydes 0,2761248
9 2-propenal,2-methyl 903 893 Aldehydes 0,379907
10 2-methylbutanal 934 937 Aldehydes 0,8975557
11 3-methylbutanal 939 957 Aldehydes 1,202301
12 2-ethylfuran 977 983 Furans 1,1567447
13 2,2,4,6,6-pentamethylheptane 990 989 Hydrocarbons 1,1402922
14 Pentanal 1006 935 Aldehydes 8,7033289
15 Acetonitrile 1033 1002 Nitrile 0,7175971
16 Hexanal 1123 1094 Aldehydes 12,200387
17 Trans-2-pentenal 1172 1147 Aldehydes 1,1940274
18 1-butanol 1184 1173 Alcohols 0,8608101
19 1-penten-3-ol 1200 1187 Alcohols 1,6568177
20 3-methyl-1-butanol 1223 1225 Aldehydes 1,7901011
21 Heptanal 1228 1195 Aldehydes 0,8045409
22 DIl-limonene 1241 1234 Terpene 0,5547558
23 2-methyl-1-butanol 1244 1220 Aldehydes 1,0933406
24 Trans-2-hexenal 1257 1238 Aldehydes 4,6361455
25 Furan-2-pentyl 1270 1249 Furans 0,4929917
26 1-pentanol 1281 1270 Alcohols 1,8359854
27 Acetoin 1308 1292 Ketones 0,6456187
28 Octanal 1315 1303 Aldehydes 0,4479109
29 2-hexen-1-ol 1334 1363 Alcohols 0,5782083
30 4,5-dimethyl-4-hexen-3-one 1340 1320 Ketones 4,9175237
31 6-methyl-5-hepten-2-one 1349 1341 Ketones 5,8909463
32 1 hexanol 1358 1357 Alcohols 3,5400941
33 Cis-3-hexenol 1377 1366 Alcohols 1,1752289
34 Nonanal 1386 1374 Aldehydes 1,6902328
35 A-citronellol 1390 1266 Alcohols 1,8498822
36 1-octen-3-ol 1417 1419 Alcohols 0,5602994
37 Acetic acid 1423 1427 Carboxylic acids 6,445122
38 2-ethylhexanol 1437 1441 Alcohols 0,540124
39 Decanal 1444 1472 Aldehydes 0,8675716
40 Propanoic acid 1468 1486 Carboxylic acids 1,2572734
41 Dimethyl sulfoxide 1471 1553 Sulfur 0,6346708
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42 Ethyl decanoate 1506 1595 Esters 1,0968523
43 Nonanol 1511 1653 Alcohols 0,430643
44 Isovaleric acid 1521 1636 Carboxylic acids 1,6111006

Tableau VII (La suite): Profile d'arobme (pourcentages des composés identifiés) de la partie aérienne

de C. parvifola par analyse HS-SPME / GC-MS (fibre carboxen polydiméthylsiloxane-divinyl benzene (CAR PDMSDVB))
(Dr.Bendif)

45 Pentanoic acid 1546 1685 Carboxylic acids 0,7434551
46 2-(2-butoxyethoxy)ethanol 1557 1749 Alcohols 1,8936397
47 (E)-geranylacetone 1577 1824 Ketones 0,4636253
48 Hexanoic acid 1578 1810 Carboxylic acids 1,9489644
49 Benzenemethanol 1580 1837 Alcohols 0,7870044
50 Benzeneethanol 1590 1856 Alcohols 0,3393487
51 Diethylene glycol 1605 1953 Alcohols 0,7646464
52 Triethylene glycol methyl ether 1610 1963 Alcohols 7,0770652
53 Butoxytriethylene glycol 1656 NF Alcohols 2,4629204
54 Dihydroactinidiolide 1684 2325 Furans 0,9770781

Pentaethylene glycol monomethyl
55 ether 1693 NF Alcohols 0,9877007

Groupe de composés [ % ]

Alcohols 17

Aldehydes 15

Carboxylic acid 5

Furans 4

Hydrocarbons 3

Ketones S

Sulfur 2

Esters 2

Nitrile 1

Total identifié (%) 97,62

Nombre des composés identifiés 55

(RT-retention time on DB-wax column (min), RI — retention index; sorted alphabetically by class, structure, compound identity).
LRI relative to C6 — C28 n-alkanes on the DB-5 column. ® LRI taken from (Adams, 2007)

6. Nitrile : Acetonitrile

7. Hydrocarbures: heptane, N-octane et 2,2,4,6,6-pentamethylheptane.

8. Terpene:DI-limonene

9. Sulfur : 2-thiapropane et Dimethyl sulfoxide.

10. Furanes: Furan-2-methyl,2-éthylfurane, Furan-2-pentyl, etdihydroactinidiolide

La MEPS est une technique d'équilibre, donc les composés ne sont pascomplétement extraits
de Ia matrice. Néanmoins, cette méthode est utile pour desanalyses quantitatives et il a ét€ démontré
que sa précision et sa linéarité sont excellentes. En pratique, si les tempsd'adsorption et de
désorption sont tres précisément contr0lés, au cas ou le procedé neserait pas automatisé, il est

possible d'atteindre une excellente précision sans nécessitéd'atteindre 1'équiiibre (Penton, 1997;
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Song, f997; Yang et Peppard, 1994).Par rapport a l'extraction par solvants, 1'extraction-distiilation
simuitanées et I’espacede téte dynamique, qui sont les techniques les plus fréquemment utilisé pour
I'analyse des ardmes, la MEPS est plus simple, moins chere, plus rapide et elle nerequiert pas de
solvants. Elle peut étre appliquée pour l'analyse des ardmes deséchantillons solides, liquides ou
gazeux. Cette technique permet une opération plusreproductible par automatisation.

La MEPS est plus sensibleaux Conditions expérimentales. Tout changement des parametres
expérimentaux, pouvantaffecter les coefficients de partition, a un effet sur la quantité adsorbée sur
la fibre MEPS, et sera reflété dans la sensibilité et 1a reproductibilité de la méthode analytique.

Dans I'ensemble, la poudre des trois plantes était caractérisée par la fraction d’aldéhydes
(entre 11 et 15 composés) qui etaient plus abondants, suivis des alcools (16 et 17 pour V.
betonicifolium et C. parvifola respectivement alors que D’extrait d’O. alba renferme juste 4
alcools.Les acides carboxyliques étaient moins représentés dans les tois especes par 5.
Leshydrocarbures, furannes et cétones étaient les mois reprentés (entre 1 et 6) dand les trois
especes, tandi que 2 Sulfur, 2 Esters étaient present (entre 1 et 3) seulement dand O. alba et C.
parvifola. Pour Nitrile et Terpene existent uniqument dans les extraits de C. parvifola.

Les principaux composés de V. betonicifoliumétaient le Furans(2-ethylfuran 9.12%),
lesAldehydes(Pentanal et Hexanal ; 6.48, 6.05 % respectivement), pour C. parvifola, Les principaux
composés étaient les Aldehydes (Hexanal et Pentanal 12.2 et 8.7 % respectivement), suivie par
I’Alcohol (7.1%) et I’acide acetique (I’acidecarboxylique6.4%). Tandi que, O. albacaracterisé par
I’acide acetique (I’acidecarboxyliquel4.13 %), et par I’Ester (Ethyl decanoate et Phenylethyl
acetate 11.68 et 6.32% respectivement) aussi par les deux Aldehydes (Pentanal et 3-methylbutanal
7.47 et 6.64 % respectivement). Certains composants ont été trouvés dans des quantités plus faibles
dans la trois des especes, est sont beaucoup (tableaux ....).

A notre connaissance, aucune étude sur la détermination qualitative et quatitatives des

composés volatiles chez ces trois especes n'a été€ rapportée a ce jour.

4. Activité antibactérienne

Dans cette étude, I’activité antibactérienne d’extrait ethanolique de trois especes etudiées a
été évaluée sur la croissance in vitro de plusieurs souches bactériennes et champignions et levures a
savoir : P. aeruginosa, 2 S. aureus, B. subtilis, E. coli, Selmonella, Aspergillus niger et Candida
albican.

La méthode de disque a permis de déterminer I’action des extraits de la plante dissouts dans

1eDMSO sur les différentes souches, celle-ci se traduit par 1’apparition d’une
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zoned’inhibitionautour du disque de papier préalablement imprégné de 1’extrait des trois plantes.Le
tableau VIII, Figure 12 indiquent les résultats.

Les résultats obtenus montrent que les extraits ethanoliques de C. paviflora utilisés avec la
concentration 30mg/ml sont actifs parraport les meme extraits avec la concentration 20mg/mlet
manifestent une activité antimicrobienne en inhibant la croissance in vitro des germes microbienne:
S. aureusATCC6538 (DZL8.64 et 7.00 mm), et S. aureusATCC25923 (DZI1,13.22 et 12.00
mm),Selmonella(DZ1,8.03 et 7.00 mm), A. sniger (DZ1,8.22 et 7.00 mm) et Pseudomonas sp
(DZI,15.23 et 12.12 mm), tandi que les extraits d’O. albasont actif sauf contre Selmonella(DZI,
7.86 et 6.00 mm), et contre S. aureus ATCC6538 (DZI, 7.17 et 7.00 mm), pour la concentration
30mg/mlet 20mg/ml respectivement. Cependant, aucun effet n'a été obtenu pour les autre extraits et
pour les extraits de V. betonicifoliumil y’avait aucune activités contre toutes les souches.

Tableau VIII. Activité antibactérienne par la méthode de diffusion en puits d’agar

Activité antibactérienne, DZI® (mm)

Especes V. betonicifolium 0. alba C. paviflora
SouchesExtraits 30mg/ml 20mg/ml  30mg/ml 20mg/ml 30mg/ml 20mg/ml
S. aureusATCC6538 6.00mm 6.00mm 7,17mm 7mm 8,64mm 7mm
S. aureus ATCC25923 6.00mm 6.00mm 6.00mm 6.00mm 13,22mm 12mm
B. sustillusATCC6633 6.00mm 6.00mm 6.00mm 6.00mm 6.00mm  6.00mm
E. coliATCC8739 6.00mm 6.00mm 6.00mm 6.00mm 6.00mm 6.00mm
Selmonella sp. ATCC14028 6.00mm 6.00mm 7.,86mm 6.00mm 8,03mm 7mm
A. snigerATCC16404 6.00mm  6.00mm 6.00mm  6.00mm 8,22mm  7mm
Pseudomonas sp. ATCC27853 6.00mm  6.00mm 6.00mm  6.00mm 15,23mm  12.12
C. albicanATCC10234 6.00mm 6.00mm 6.00mm 6.00mm 6.00mm  6.00mm

PZI: Diamétre de zone d’inhibition.

Dans notre étude, les extraits I’absense d’activité peut étre expliqué du fait que l'extraction
n’allie pas a I'extraction d'un composé actif plus antibactérien tel que les iridoids, ou bien cette
résistance peut étre due a une multi résistance de souches bactériennes utilisées. Dans cette étude,
nous avons examiné l'activité antimicrobienne par diffusion sur disque de 1'extrait éthanolique de
trois especes, Globalement, les résultats ont indiqué que 20mg/ml d’extrait a 30 mg / mL avaient
une activité antimicrobienne faible.

Les activités antimicrobiennes de quelques extraits éthanolique pourrait €tre di a la richesse
de nombreux acides phénoliques ainsi qu'a des dérivés de flavonoides courants, De plus,
ledésaccord entre les résultats de différents travaux n’est pas rare et peut étre causé par de
nombreuses variables, telles que la méthode d’extraction de la plante, le volume d’extrait déposé sur
le disque, le temps d’incubation et la concentration utilisée (Marzouk et al. , 2006) et les souches
spécifiques utilisées pour évaluer la sensibilité€. Cowan (1999) a rapporté que différentes classes de

polyphénols, principalement des tanins et des flavonoides, peuvent augmenter la toxicité des
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extraits pour les micro-organismes. Cette toxicité est fonction du site et du nombre de groupes
hydroxyle présents sur le composé phénolique. De plus, il est évident que l'augmentation de

I'hydroxylation entraine une augmentation de la toxicité.

1.V. Betonicifolium 2. O. alba 3. C. Paviflora

Figure 12. Photos des résultats de 1’activité antibactérienne selon la méthode de diffusion sur
disque d’agar de C. Paviflora, O. alba et V. Betonicifolium (30mg/ml)
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Conclusion

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales possede des
propriétés biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers
domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et I’agriculture. Ce regain d’intérét
vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de
substances bioactives, et d’autre part les effets secondaires induits par les médicaments
inquictent les utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs pour 1’organisme.

Les résultats montrent que I’extrait centaurea paviflora riches en composés bioactifs
par rapport aux deux autres extraits qui sont moins riches.

Les profils chromatographiques des composés phénoliques extraits de nos especes a
révélé une plus grande diversité des molécules détectées dans I’extrait de Centaurea
paviflora, bien que ce dernier soit le moins pourvu en composés phénoliques.

L'étude biologique montre que le pouvoir antibactérien remarquable a 1’extrait de
Centaurea paviflora, en rapport direct avec les différences de leurs compositions chimiques
respectives.

L’ensemble des résultats obtenus ne constitue qu’une ébauche dans le domaine de recherche,

alors il serait intéressant d’étayer ce travail par :

- La purification et I’identification des principes actifs.
- L’¢étude de la toxicité de ceux-ci : in vitro et in vivo.
- Tester d’autre activités tel que : ’activité antioxydante, anti-inflammatoire et anti

diabétique.
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Liste de produits chimiques utilisés

Produits chimique

Ethanol

Chloroforme

Acétate d’éthyle

Acide acétique

Acide formique

Butanol

Chloroforme

DMSO

Hexane

Méthanol

Muller Hinton

Gélose nutritive

Appareillages et matériel utilisés au laboratoire

Verreries et petite matériel

Equipements et appareil

Béchers Broyeur

Boites pétri en verre et en plastique Balance de paillasse

Eprouvettes Balance de précision

Tube a essai Rotavapor

Pince Lampe a UV

Papier filtre Haute chimique

Spatule Etuve

Bec benzéne Incubateur
Agitateur magnétique
Réfrigérateur
Micropipette

Portoirs tubes

Séchoir type Erioti

Autoclave




Résumé :

Les travaux présentés dans cette thése contribuent a la valorisation de trois plantes
médicinales steppiques Centaurea paviflora, Ononis alba et Verbascum betonicifolium en les
caractérisant par une évaluation de 1’activité antimicrobienne et une identification de certains
composés phénoliques par chromatographie a couche mince CCM et une analyse de
I’HPMSE.

Parmi les différents extraits qui ont été également soumis par le test antimicrobien Centaurea
paviflora a réagi positivement contre Staphylococcus aureus et Pseudomonas. Les meilleurs
composés phénoliques ont été prouvés dans les deux especes Centaurea paviflora et
Verbascum betonicifolium par les fractions butanoliques, acétate d’éthyle et toluene.

Dans l'ensemble, 1’analyse HPMSE a montré que la poudre des trois plantes était
caractérisée par la fraction d’aldéhydes (entre 11 et 15 composés) qui €taient plus abondants,
suivis des alcools (16 et 17 pour V. betonicifolium et C. parviflora respectivement alors que
I’extrait d’O. alba renferme juste 4 alcools. Les acides carboxyliques étaient moins
représentés dans les trois especes par 5. Les hydrocarbures, furannes et cétones étaient les
mois représentés (entre 1 et 6) dans les trois especes, tandis que 2 Sulfure, 2 Esters étaient
présents (entre 1 et 3) seulement dans O. alba et C. parviflora. Pour Nitrile et Terpene
existent uniquement dans les extraits de C. parvifola.

Mots clés :

Centaurea paviflora, Ononis alba, Verbascum betonicefolium, composés phénolique, pouvoir
antimicrobien, CCM, HPMSE.
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