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Introduction

Les plantes ont toujours fait partie de la vie gliehne de 'Homme. En effet, le
monde des végétaux est plein de ressources etrtiles vkou ’'Homme puise non seulement
sa nourriture mais aussi des substances activeprgaurent un bienfait a son organisme
parfois affecté de troubles insidieuBapa-Aissa, 200D Les médecines « douces »,
particulierement la phytothérapie, connaissent uectés considérable dans de nombreuses
régions d’Afrique, d’Asie et d’Europe. Selon I'orgaation mondiale de la santé (OMS), plus
de 80 % de la population mondiale, surtout danpdgs sous-développés, utilisent les plantes
meédicinales comme principal traitement, du fait’decessibilité de ce type de soins au colt
abordable et surtout en raison du manque d’act@sreédecine moderne de ces populations
(OMS, 2008)

Il est aujourd’hui largement reconnu que le monéigétal constitue la source majeure
de médicaments, grace a la richesse des prodistsidimétabolisme secondaire ; celui-Ci
produit des molécules variées permettant aux masgecontréler leur environnement animal
et végétalEddouks et al.,2007. De plus,un grand nombre de ces molécules ont également
des intéréts multiples, dans l'industrie alimergagt en cosmeétologi@wono et al., 2009)
Parmi ces composeés, on retrouve les coumarines|dakides, les acides phénoliques, les

tannins, les terpenes et les flavonoidgshrun et al., 1996).

Par ailleursJa maitrise des infections bactériennes devientptexe du fait que de
nombreuses bactéries ont développé une résistaiacpldpart des antibiotiquekn effet, le
meésusage des antibiotiques peut conduire a la isakion ou l'infection de patients par des
bactéries résistantes aux antibiotiques, tel®taphylococcus aureugsistant a la méticilline
(SARM), les entérocoques résistants a la vancomyiRV) et des bacilles a Gram négatif
multirésistants comme les entérobactéries proadestrde bétalactamases a spectre étendu
(BLSE) ou de carbapénémag&afdar et Maki, 2002 ; Tacconelliet al., 2009) De ce fait,
les végétaux sont de plus en plus utilisés poutréetion des substances physiologiquement
actives ou pouvant étre transformées en médicarhantecherche de nouvelles molécules
possédant un pouvoir antibactérien est particutierd tres active, notamment au niveau des
plantes de la pharmacopée africai(itefbeibu, 2002) L’évaluation des propriétés
phytopharmaceutiques, antioxydantes et antimicrot@se demeure une tache tres intéressante
et utile, en particulier pour les plantes d’undigdtion rare ou non connues dans la médecine
traditionnelle. Ces plantes représentent une ntaugelirce de composés actifeixeira Da
Silva, 2004) De plus, un regain d’intérét envers la phytoth@raurant ces dernieres années

1
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a permis d'approfondir 'analyse de son efficadit@rapeutique et surtout de son aspect
toxicologique Zeggwagh et al., 2013) En Kabylie, des connaissances traditionnelles
relatives aux plantes et a leurs propriétés sotmrenassez répandues ; certaines especes sont
reconnues par la population comme étant bénéfigoes la santé ou au contraire toxiques
(Mohand Ait Youcef, 2006).

L’objectif de notre travail est de réaliser unedé&yphytochimique, et une évaluation
des activités anti-microbiennes des extraits métgues, éthanoliques et a l'acétate
d’éthyle, de la partie aérienne de la plahtelminthotheca echioidek. (Nom commun:
picride fausse-vipérine). Cette espéece, apparéidat famille des astéracées, une plante trées
répandue dans la région de Kabylie. Les feuillee®tiges sont consommeées apres cuisson
dans la région méditerranéen(@mari et al.,2013 )et crues dans la région de Kabylie. Cette
plante est également utilisée dans cette régionneornicatrisants des plaies et comme
remedes contre les ulceres d’estomac et les rglgiro-ocesophagiens, ainsi que pour nourrir

le bétail surtout en période de lactation.

Ce travail est scindé en deux parties. La prenparée est consacrée a une synthese
bibliographique qui regroupe des généralités ssirplantes meédicinales et les métabolites
secondaire des plantes et a la présentation dartegtudiéeHelminthotheca echioidgd.a
seconde partie est expérimentale ; elle consisteurerpremier chapitre qui présente la
méthodologie utilisée pour la réalisation des asedyphyto-chimiques et I'évaluation de
I'activité anti-microbienne de la plante étudiéeurm second chapitre qui présente et discute
'ensemble des résultats obtenus au cours de éwitle pour en dégager des conclusions et

des perspectives.
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Chapitre | Généralités sur les plantes médaies et les métabolites secondaires

1. Les plantes médicinales
1.1 Définition

Les plantes médicinales sont définies par la pheopee francaise comme des
drogues végeétales qui peuvent étre utilisées estieu sous forme d’'une partie de plante et
qui possedent des propriétés médicamenteuses.ressipn « drogue végétale » désigne une
plante ou une partie de plante, utilisée le plus/ent sous la forme desséchée, ou a I'état
frais dans la fabrication des médicaments.

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) défimifplante médicinale comme « une
Plante sauvage ou cultivée utilisée a des fins cnéles » (OMS, 2003) Ainsi, pour
'organisme international, les médicaments a basepldntes incluent des plantes, des
matiéres végétales, des préparations a base deglendes produits finis qui contiennent
comme principes actifs des parties de plantes traumatieres végétales ou des associations
de plantegSofowora, 2010)

En d'autres termes, on qualifie de plante médieinmute plante possédant des
propriétés agissant sur l'organisme humain ou danidea fagcon bénéfique. Les plantes
meédicinales sont utilisées en médecine naturells pauvent également avoir des usages
alimentaires, condimentaires ou hygiéniques. Landita de la médecine qui utilise des
plantes médicinales est appelée phytothérapie.iPesrprincipes actifs les plus courants des
plantes médicinales, on peut nommer les polyphénels terpénes, les stéroides et les
alcaloidegBruneton, 2009)

1.2 Historique

Depuis des millénaires, tous les peuples ont éaltes médecines selon leur
intelligence, leur génie, leur conception cultweralle la santé et de la maladie et les rapports
gu’ils entretenaient avec leur environnement. lisdiion des plantes meédicinales a des fins
thérapeutiques est une pratique aussi vielle dustdire de 'humanité. L’'Homme, poussé
par sa curiosité, fut tenté de golter a tout cdujuibmbait sous la main, s’exposant ainsi a
immense pouvoir des végétaux apparemment inoffiendu fil des siécles, apprenant a
distinguer le comestible du mortel, a se servir sisstances toxiques aux dépens de leurs
ennemis, a reconnaitre les vertus curatives cactiées leur environnement naturel, nos
ancétres nous ont légué une longue chaine de sdraditionnels dont 'ensemble constitue

la médicine traditionnelle actuel{eddouks et al.,2007)
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Le tout premier témoignage de l'utilisation desnpds medicinales est la découverte
de graines de pavots et de graines de ricin daraires tombes anciennes égyptiennes,
révélant leur emploi dans cette partie d’Afriques d&00 av. J-C. Des écritures retrouvées sur
des papyrus tels que le papyrus d’Ebers confirntereg des plantes médicinales furent
utilisées en Egypte ancienne. Plus tard, la Grétigue se distingue avec I'apparition des
premiers thérapeutes comme Hippocrate. Il rassembldécrivit quelques 400 remédes
simples a base de plantes. Parmi les plantes matfisi décrites par Hippocrate figurent le
pavot, la verveine, la menthe, la sauge et le romgofowora, 2010) Il différencia
également l'usage interne et l'usage externe enitddh notion de dose qui permet de
distinguer [l'effet thérapeutigue de [Ieffet toxig(@olette-keller, 2004) Théophraste
d’Athenes, biologiste-botaniste, produisit un grammmbre de manuscrit dont le céleébre
Historia plantarium qui devint le livre de botanique standard en wamps et pendant des
annees apres sa mort. Par la suite, Dioscoridaaplebgrande ceuvrenateria medicaqui
contenait la description de quelques 600 plantediagim@les (genévrier, bardane, pivoine,
etc.)(Sofowora, 2010)

Au moyen age, les écrits de Galien devinrent pomgaavec plus de 500 livres. Il
traitait les maladies essentiellement par les plambédicinales. Les systemes de médecine
allopathique et homéopathique actuels sont basetesuméthodes préconisées par Galien
(Callery, 1998 ; Wichti et Anton, 1999 ; Sofowora2010)

Partout dans le monde, les plantes médicinalestfutdisées : les Mayas, Azteques et
Incas utilisaient la salsepareille, le tabac gide/re. Puis vint la période du commerce entre
'Europe, le Moyen orient, I'inde et I'Asie...Le déeppement des explorations furent a
'origine de découvertes importantes. En Europs, péantes représente I'essentiel de la
pharmacopée jusqu’a la fin du XIXe siécle et I'am@ent de la chimie moderne. Encore
largement utilisées apres la seconde guerre mendiliés furent ensuite supplantées par les
médicaments de synthéed#&/iChti et Anton, 1999).

Au cours des derniéres décennies, les recherchegiBques les plus modernes n’ont
fait que confirmer le bien-fondé des vertus théusipees de la plupart des plantes
meédicinales utilisée&Carillon, 2000). La pharmacologie s’oriente de plus en plus vers des
traitements a base de plantes, car I'efficacitéadgynthése chimique a largement atteint ses
limites, comme en témoigne I'antibiorésistance obénne, a 'origine de la recrudescence

des maladies nosocomial@gserin, 2001).
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1.3 Utilisation des plantes médicinales en thérapgque

La plupart des especes végétales contiennent destasaes qui peuvent agir, a un
niveau ou un autre, sur I'organisme humain et ahi@a les utilise aussi bien en médecine
classique qu’en phytothérapie. Elles présentergffat des avantages dont les médicaments
sont souvent dépourv(serin, 2001).La raison fondamentale est que les principes actifs
végétaux proviennent de processus biotiques régadaos tout le monde vivant, alors que
'essentiel des médicaments de synthése sont desbictiques aux effets secondaires tres

mal maitriségBruneton, 2009)

Les plantes médicinales sont donc importantes [@uecherche pharmaceutique en
tant qu'agents thérapeutiques, mais aussi commé&Enmmagbremiére pour la synthése des
médicamentgDecaux, 2002)La tubocurarine, le relaxant musculaire le plusgait dérive
du curare Chondroendron tomentosyinLa morphine, alcaloide caractéristique des pasav
(papaver somniferujrest I'analgésique le plus puissant, utilisé danshirurgie lourde et la
thérapie anticancéreuse. |l est difficile d'imaginre monde sans la quinine (dérivée du
genreCinchong qui est un alcaloide anti-malarique, sans laxdigo (du genrédigitalis) qui
est cardiotonique, ou encore I'éphédrine du gerifphedrg que l'on retrouve dans de
nombreuses prescriptions contre le rhume, commauktteur de 'automatisme cardiaque et

du centre respiratoire bulbaiflserin, 2001 ; Bruneton, 2009)

Les plantes aromatiques constituent une catégaqoeat, par le fait qu’elles élaborent
des substances volatiles, odorantes, caractéestiguppelées, huiles essentiellgserin,
2001).Ces plantes, connus depuis l'antiquité, sont gés@ent utilisées en meédecine
traditionnelle comme agents antibactériens et @mgifjues. Ces propriétés antifongiques ont
été confirmées par de nombreux travaux sur leshssucle levures, de dermatophytes
et d’Aspergillus(Pinto et al., 2003 ; Salgueiroet al, 2003) et présentent un potentiel
thérapeutique, principalement dans les maladiegidoes impliquant les muqueuses, la peau
et autres infections des voies respiratoires. @esaespeces driniperus sont aussi utilisées
en médecine populaire comme antiseptiqiswvall etal., 1996).Juniperus communisst
traditionnellement utilisée pour le traitement deections urinairesjuniperus oxycedrusst
utilisée comme un remede pour les infections delogigues (Cosentino et al.,
2003)et Juniperus phoeniceast considérée comme anti-microbien et

antioxydantBouzouitaetal., 2008 ; Hayounietal., 2007).
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1.4 Les plantes, source naturelle d’anti-microbiens

Les plantes synthétisent de nombreuses moléculédesiod’'une activité anti-
microbienne. En général, cette activité est integea celle exercée par les antibiotiques
d’origine microbienne(Tegos et al., 2002 ; Lewis et Ausubel, 2006)Une molécule
phytochimque est considérée comme anti-microbiemsneglle est capable d’inhiber la
croissance des micro-organismes pour des condensaminimales inhibitrices (CMI)
comprises entre 100 ug/mL et 1000 pg/mL. Pour tehiatiques d’origine microbien, des
CMI, variant de 0.01 pg/mL a 10 pg/mL, sont sufiites pour inhiber I'activité des micro-
organismegTegoset al.,2002)

En outre, le spectre d’action des anti-microbiensdpits par les plantes est plus
restreint que celui des antibiotiques conventiomné&n effet, ces derniers possedent une
activité anti-bactérienne importante contre lestdrées a Gram positif, mais sont peu actifs
contre les bactéries a Gram négétiéwis, 2001) Cependant, certains composés, comme
I'acide 3-famesyl-2-hydroxy benzoique, isolé delntePiper multiplinerviumprésente une
activité anti-bactérienne contrelelicobacter pylori Escherichia coli et Pseudomonas

aeruginosaavec des CMI comprises entre 6.25 pg/mL et 3@/ (Ruegget al.,2006)

De nombreux autres anti-bactériens produits parptises, présentant une activité
contre Staphylococcus aureust des souches résistantes aux antibiotiqueséténtiécrites
dans la littératuréGibbons, 2008) On peut citer comme exemple, la Xanthone, unecubd
isolée deGarcinia cambodgiaeprésente une haute activité anti-staphylococcepnex des
CMI comprises entre 0.3 pg/mL et 1.25 pg/rfilinuma et al., 1998. L’hyperforine,
produite paHypericum perforatunma démontré une importante activité contre des ssudk
S. aureugeésistantes a la penicilline et & la méthicillingec des CMI allant de 0.1pg/mL a
lpg/mL(Schempet al.,1999)

Les plantes ont développé plusieurs stratégiesr mantréler les infections
bactériennes. La synthése d’'un grand nombre decuoieke faiblement actives plutét que de
puissants antibiotiques, constitue I'une d’ellep&wdant, I'activité de ces anti-bactériens peut
étre augmentée lorsqu’ils sont couplés a d’autretecules grace a un effet synergique
(Guinoiseau, 2010)

La berbérine est un alcaloide qui cible 'TADAmMIn et al., 1969) Ce composé
constitue chez les bactéries, un substrat poutrdesporteurs membranaires, appelés pompes
d’efflux. Ces pompes rejettent la berbérine en odelde la cellule, ce qui 'empéche
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d’accéder a sa cible. Afin de pallier a ce problghes plantes productrices de ce compose,

Berberissp., synthétisent une flavonolignane, la 5’-MHgLii bloque ces pompes.

Par ailleurs, les plantes peuvent également prediés substances anti-bactériennes,
capables de bloquer la voie du quorum sensing (@f8),de lutter contre les infections
causées par les bactéries formatrices de biofilars. effet, les plantefisum sativum
(Teplitski et al., 2000 ; Bauer et Mathesius, 2004¢t Medicago truncatula(Gao et al.,
2003) produisent des molécules qui perturbent la comaoatioin intercellulaire bactérienne

en inhibant certaines voies de la régulation duBtier et Mathesius, 2004)
1.5 Méthodes d'utilisation des plantes médicinales

En phytothérapie traditionnelle, les plantes petiégre utilisées fraiches, ce qui n'est
pas toujours possible, ou séchées, entrant ensugatuellement dans des préparations
diverses préservant leurs principes actifs. On ddsinistre sous forme de teintures
alcooliques, macérats, tisanes, compresses, baur@ésnéralement, seule une partie de la
plante est utilisée, que ce soit le bulbe, lesnexsiles feuilles, les graines, les fruits ou les
fleurs(Eddouks et al.,2007)

Des procédés plus récents permettent d’obtenisderble des principes actifs, la plus
rudimentaire consiste en un broyage fin (cryobreypar exemple) de la plante apres séchage
et permet I'obtention d'une poudre. Cette poudret @dgre ensuite présentée sous forme de
comprimés, gélules, sachets, etc. Un autre prodé@déaction, optimisant le principe de la
tisane, permet I'obtention d’'une poudre purifiéecehcentrée en principes actifs. Apres le
broyage grossier des plantes, la poudre est plotayée une solution naturelle, le solvant (eau
ou alcool), adaptée aux propriétés physicochimigiess principes actifs recherchés. Cette
phase cruciale permet d’isoler tous les principetgsaet de conserver leur synergie d’action.
Le liquide ainsi obtenu va ensuite subir une phaeséltration afin d’éliminer les composés
solides non assimilables tels que la celluloses Boe phase de séchage modéré sous vide qui
éliminera progressivement le solvant et d’éventuetsmitaminants(Bruneton, 2009)
L’extrait sec ainsi obtenu bénéficie des avantagesnts :

- Concentration en principes actifs ;

- Uniformité de la teneur en principes actifs (ipd@édamment des variations naturelles, lieu,

saison...);

- Biodisponibilité maximale par suppression des posés non assimilables ;
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- Sécurité sanitaire : absence de contaminatiorofi@logique et chimique.

En Europe, certaines plantes reconnues commeeplanédicinales sont soumises
comme les médicaments a une autorisation de misk snarché. De ce fait, les produits

extraits de certaines plantes ne sont vendus quelda pharmacies et parfois sur ordonnance.
2. Les métabolites secondaires

Le métabolisme secondaire dérive du métabolisnmagire et fournit des métabolites a
faibles quantités, mais dont I'application dandélénts domaines, en particulier a intérét
pharmaceutique et cosmeétique, voir nutritionneht sie la plus grande importan@¢arbone,
1998) Les composeés phénoligues, les alcaloides aimsieguhuiles essentielles font partis du

groupe des métabolites seconda(téaddouchi et Benmansour, 2008)
2.1 Définition

Les métabolites secondaires sont des moléculegigrges complexes synthétisées par
les plantes autotropheBdudjouref, 2011). Ces métabolites sont généralement caractérisés
par leurs faibles concentrations dans les tissgétaéx (généralement quelques pourcents du
carbone total) Newman et Cragg, 2012 Ces derniers n’exercent donc pas de fonction
directe au niveau des activités fondamentales gdalate. Leur absence n’entraine pas une
mort immeédiate mais peut cependant limiter la syrVa fécondité ou l'apparence d'un

organisme Guignard, 1996).

Les métabolites secondaires sont biosynthétiséarter pde métabolites primaires et
jouent un role majeur dans les interactions dddatp avec son environnement, contribuant
ainsi a la survie de l'organisme dans son écosystdia ont essentiellement pour réle
d’accroitre la compétitivité de I'organisme qui lebiosynthétise en lui conférant
un avantage sur d’autres organisn{€effi et al., 2012) Les métabolites secondaires ont

donc des fonctions biologiques qui peuvent s’avéssentiel¢Scharf et al.,2014):

- les pigments isoprénoides et les parfums (is@iog&s volatils) des plantes attirent les

insectes pollinisateurs (essentiels pour la reprooio) ;
- moyens de défense contre des agressions d'asigiotiques et abiotiques ;
- communication entre plantes, micro-organismearomaux (hormones, phéromones, ...).

Les plantes produisent plus de 200.000 métaboitaondaires. Les plus grands

groupes sont les alcaloides, les terpénoides,téesides et les composés phénoliques. lIs
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représentent une immense valeur économique, eicyint pour I'industrie pharmaceutique

et cosmétiqué¢Crozier et al.,2006)
2.2 Biosynthese

La production des métabolites secondaires esttétment liee au métabolisme
primaire, et résulte généralement de trois voiebidgsynthese : la voie de shikimate, la voie
de mévalonate et du pyruvatéefpoorte et Alfermann, 200Q. La plupart des précurseurs
sont issus de la glycolyse, de la voie des pentpsesphate, et du métabolisme des lipides.
Ces précurseurs sont a l'origine de la diversitéctiirale observée au niveau des métabolites
secondairesayer, 2004).

Du point de vue synthétique, ces métabolites seimipeuvent aussi étre subdivisés
en deux catégories : ils peuvent étre de type pamptwipines ou de constitution, c’est-a-dire
synthétisés par la plante de maniére permanenteene@nabsence d’un facteur de stress par

opposition aux métabolites induits ou phytoalexigeissont synthétisés uniquement en cas de
stress et sont donc formés de nowvitv@k et Monson, 1998.
2.3Classification

D’aprés leur biosynthése, les métabolites secoeslgieuvent étre divisés en trois

classesKlennebelleet al., 2004)

-les terpénes (par exemple : les substances edaties plantes, les glycosides, les
caroténoides, les stérols, ...) ;

-les composés phénoliques (par exemple : les aguteEnoliques, les coumarines, les

stilbénes, les flavonoides, les tanins, la ligning;

-les composés azotés (par exemple : les alcaldégeglucosinolates, ...).
2.4. Les polyphénols

2.4.1. Définition

Les polyphénols sont des produits du métabolisnterskire des végeétaux. Ces
composés sont caractérisés par la présence d’ansnumi noyau benzénique auquel est
directement lié au moins un groupement hydroxydeeli ou engagé dans une autre fonction
tels que : éther, ester, hétéroside.. @mneton, 1999. La grande majorité des composés
phénoliques dérivent de I'acide cinnamique formeélpavoie du shikimat¢Gorham, 1977.

lls sont solubles dans la solution de carbonatsodigum. Chimiquement, ils sont réactifs et
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donnent souvent lieu a des liaisons hydrogéenes.cleélate des meétaux pour les-

dihydroxyphénols (catéchol). lls sont égalemensides a I'oxydationGorham, 1977.
2.4.2. Classification

La classification de ces substances a été proposeé-arborne (1980) On peut
distinguer les différentes classes des polyphéanlse basant d’'une part, sur le norn
d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la soe du suelette de baseMacheix et al,
2006)

2.4.2.1 Polyphénols monomeérique:
a) Acides phénoliques

Les acides phénoliques, ou acides phénols ont onetibn acide et plusieu
fonctions phénolslls sont incolores et plutot rares dans la na(Haslam, 1999. lls se
divisent en deux classessldérivés de I'acide benzoiget les dérivés de I'acide cinnamig
(Pandey et Rizvi, 2009).

* Acide phénol dérivé d’acide benzoiqu:

Se sont desiydroxybenzoique et ont une structure générale de base de typ-C1)
(Figure 01). Ces molécules existent souvent sous forme d'esterde glycoside(Harrar,
2012) Les plus répandus sont: I'acide salicylique &tile gallique(Bruneton, 1999.

oH

Figure 01: Structure de I'acide benzoiqlBruneton, 1999).

* Acide phénoldérivé d’acide cinnamique

Les acides phénols dérivés de I'acide cinnam(Figure 02) sont souvent estérifiés. L
plus courants sont l'acide cinnamique, l'acide wpfés, l'acide férulique, l'acide -
coumarique et I'acide synaptiguHaslam, 1994. Les acides hydroxycinnamiques sont [
frequents que les acides hydroxybenzoiques et @mpnt essentiellement l'acide-

coumarique, caféique, férulique et sinapi(Pandey et Rizvi, 2009).

10
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O

= OH

Figure 02: Structurede I'acide cinnamiqueGorham, 1977)

b) Les flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des compphlégnoliques. Ces molécules ont
structures chimiques variées et des caractérigiguepres Benhammou, 201). En 2003,
environ 4000 composeés flavoniques sont conEdenharder et Grunhage, 200 ; certains
sont des pigments quasiiversels des végétaux. Ces composés exister forme libre dite
aglycone ou sous forme d’hétérosides, ~a-dire liée a des oses et autsabstancefigure
03) (Heller et Forkmann, 1993).

O

Figure 03 Structure de base d’'un flavonoiHeller et Forkmann, 1993)

La nature chimique des flavdides se répartissent en plusieurs classes de molé

dont les plus importantes sont représentées ddableau 1.

11
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Tableau 01 Différentes classes de flavonoidNkhili, 2009).

Flavonols

Flavones

Flavan-3-ols ouflavanols ou catéchine:

Flavanones

Chalcones

Aurones

Flavanonols

12
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Anthocyanes

2.4.2.2 Polyphénols sous forme de polymere
a)Les tanins

Les tanins sont des composés phénoliques complbydmsolubles ayant un poi
moléculaire compris entre 500 et 3000 IKamra et al, 200§. Ces composeés naturellem:
produits par les plantes, se caractérisent par flacitité & se combiner aux protéir
(Mangan, 1988; Mcsweeneyet al, 2001 ; Makkar, 2003. Grace a la présence de plusie
groupements hydroxyles phénoliqueKhenaka, 2011), aussi a d’autres polymer
organiques tels que des glucides, des acides queki des stéroides et calcaloides, les
protéines peuvent former avec ces derniers des leggg stables,’ou leurs propriétés d

tanner a la peawHaslam, 1998)

lIs sont trés répandus dans le regne végeétal, isas®nt particulierement abondal
dans certaines familles comme Iconiféres les Fagacée les Rosacée(Ghesterm et al,
2001) lls peuvent exister dans divers organes: I'écde feuilles, les frus, les racines et
les graines Khanbabae et Ree, 200). En général, ils sont subdivisés en deux gro
distincts en fonction du type d’acide phénoliqguéetype de liaisons qui déterminent la te

et la réactivité chimique de la moléci(Rira, 2006).
» Les tanins hydrolysable

Se sont des hétéropolymeres possédant un noyaalcsmnstitué d’'un poly:; il s'agit
souvent d'un D-glucose(Figure 04). Comme leur nom [lindique, ces substan
s’hydrolysent facilement en milieux acides et atbu soud’action d’enzymes (telle que
tannase), pour donner des glucides (généralementutmse) et des acides phénoliq

(Leinmuller et al, 199). Selon la nature de I'acide phénol on disting

- les tanins galliques ou ga-tanins : par hydrolyse ilsbérent I'ose et I'acide galliq ;

13
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- les tanins ellagiques ou ellagi-tanins : par hygle] ils libérent I'ose, I'acide HHDP
(acide hexahydroxy diphénique) et difféerents dériv@acide ellagique et acide

chébulique).
* Tanins condensées

Se sont des tanins non hydrolysables et sont mugplexes que les tanins galliques
(Figure 04). lls possédent un squelette phényl-2-chromandaderfoides Alilou, 2012). I
est admis aujourd’hui que ces tanins sont constitpér le mélange de produits de
polymérisation oxydative de catéchines (flavan<}-o¢t de proanthocyanes (flavan-3,4-
dioles). On peut les qualifier encore de taningafaqueqRichter, 1993)

Hi

oH
a) HO, E OH
o o [+
HO, L\\/
o
o o,
r 0 5
o
oM
OH
] oM

Figure 04 : Structure chimique d@):tanin hydrolysable €b): tanin condensé&fjmlesh et
al., 2014).

b) Les lignines

C’est le polymére aromatique naturel le plus abahdal constitue 15 a 40% de la
matiere seche des arbres et 5 a 20% des tigeslalgegpannuellegFigure 05) (Privas,
2013. Les lignines forment une barriere mécaniqueigidifiant les parois cellulairesCfuz
et al, 200). De godt désagréable et réduisant la digesébdiés sucres de la paroi, les
lignines participent a la résistance des plantes micro-organismes et herbivores. La
lignification est d’ailleurs une réponse courantiérdection ou a la blessureMurry et al,
1982).

14
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HO

Lignin—i»

Figure 05 : Structure chimique des lignin@d/ertz etal., 2015).

c)Les coumarines et les stilbénes
* Les coumarines

Les coumarines sont des molécules largement répandians tout le regne végétal
surtout chez certaines familles de DicotylédondRutacées (bergamote), Fabacées (feve
Tonka), Apiacées (Khella), Logagnacées, Solanacéestéracées, Hippocastanacées
(marronnier d’'inde)Crozier et al., 2006) Se sont des substances naturelles dérivant de la
benzoe-pyrone ; ils résultent de la lactonisation deitlacortho-hydroxycinnamiqu@-igure
06) (Benayache, 2005kElles existent sous forme libre solubles dansalesols et dans les
solvants organiques ou les solvants chlorés ourerliges a des sucres (hétérosides). Elles
sont plus ou moins solubles dans I'éBauneton, 1999).

Les coumarines sont formées dans les feuillesaetwinulent surtout dans les racines et
les écorces, ainsi que dans les tissus agés @u (@ste substance ainsi que ses dérivés ont des
actions phytobiologiquegHostettmann, 1992) bactériostatiques et anti-fongiqudufini et
Sampaolo, 197Y. Elles ont également un effet anti-oedémateloult et Paya, 1996.

OH O O
= COOH
| [ >
P L . o
lactonisation
acide o-hydroxycinnamique Coumarine

benzo-a-pyrone

Figure 06 : Structure d’une molécule de coumar{@wan, 1999).
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* Les stilbenes
Les stilbénes sont des composés phénoliqueter@mt au minimum deux noyaux
aromatiques reliés par une double liaigbrgure 07). Le resvératrol et le ptérostilbene font
partie de la famille des stilbénes et sont des cm@p synthétisés par la plante suite a un
stress. Ces molécules peuvent s’oxyder sous liades enzymes oxydases et peroxydases
(Perret, 2001).

k1

;/' OH

Figure 07: Structure chimique des stilbenéXe(ret, 2001)).

2.4.2.3. Biosynthese des polyphénols

Les polyphénols sont synthétisés par deux voiesyhibétiques Nlohammedi,
2013:

- Celle de I'acide shikimique (shikimate) ;

- Celle issue de I'acétate-malonate.

bY

De plus la diversité structurale des cosdsopolyphénoliques due a cette double
origine biosynthétique, est encore accrue par $sipdité d’'une participation simultanée des

deux voies dans I'élaboration de composés d’origindge (Martin et Tsitohaina, 2002).
2.4.2.4 Principaux composeés phénoliques a pouvoir antimicitmen

De nombreuses étudisvitro menées sur les composés phénoliques les ont césfirm
comme agents anti-microbiens contre un grand nordbrenicro-organismes pathogénes,
avec des spectres d’'activités varial{fesalbert, 1999)En effet certains quinones présentent

un effet bactériostatique sur les bactéries a Quasitif mais pas vis a vis des bactéries a

16



Chapitre | Généralités sur les plantes médaies et les métabolites secondaires

Gram neégatifRiffel et al.,2002).Les acides-phénols ont des propriétés antiseptiques

antifongiques et anti-bactérienn@ uneton, 1999).

Des récentes études ont montré que les coumaneeseat plusieurs activités anti-
microbiennes Benidicte et Hooper, 1998) inhibitions de la croissance &accaromyces
cerevisiaeet de la germination des sporedspergillus nige Pour I'activité anti-bactérienne

on note qu’ils sont plus efficaces contre les Gpamsitifs (Benkiki, 2006).

Les flavonoides avec leurs différentes classes tkmtplus importantes sont les
flavones, flavonols, flavonones, flavonones 3-oflesjanes-3,4 dioles, et les anthocyanidines
(Marfak, 2003), ont un grand potentiel antibactérigdan et Miller, 1996). En se
complexant avec des composants de la parois, cesiede inhibent la croissance
microbienngRojas et al., 1992 ; Perret et al., 1995) en perturbant leurs métabolismes

énergétiquegloneset al.,1994).

D’autre part, les tanins sont largement connus|@ars propriétés inhibitrices des
micro-organismes et des enzymes grace a leur poaviormer des complexes stables avec
les protéines et en les précipitaNg(z et al.,1996. lls exercent une activité anti-bactérienne
par interaction avec la membrane cellulaire quuihdn changement morphologique de la
bactérie, en inhibant l'activité des protéases, pledéines de transport et des adhésines
(Cowan, 1999. Des effets inhibiteurs de la réplication desisiont été également déctis
vitro (Bruneton, 1999 ; Charpentieret al.,2008) Le tableau 2 présenteneode d’action de

guelques composés phénoliques.

Tableau N°2 Mode d’action de quelques composés phénoli@ewan, 1999).

Différents composés Exemples Mécanismes
phénoliques
Phénols simples Catéchol Privation de substrat

Acides phénoliques | Acide cinnamicésactivation des enzymes

Quinones Hypericin Liaison aux protéines
Flavonoides Abyssinone Inhibition des enzymes
Tannins Ellagotannin Interruption de la fonctionmianaire;
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2.5. Les alcaloides
2.5.1. Définition

Les alcaloides sont des substances organiqueseihedure plus souvent d'origine
végetale, azotée et basiqucliauenberg et Paris, 2005 Les alcaloides ont une structure
complexe ; leur atome d’azote est inclus dans wtesye hétérocycliqué-igure 08). Les
alcaloides peuvent se trouver dans toutes lesepadie la plante, mais selon I'espéce, ils
peuvent s’accumuler uniguement dans les écorces, lda racines, dans les feuilles ou dans
les fruits Ziegler et Facchini, 2008) La partie dans laquelle les alcaloides s’accuntule
n’'est pas forcément celle ou ils sont synthétiBEms le tabac par exemple, la nicotine est
produite dans les racines mais transférée enseiiteles feuilles ou elle est stocK@&ann et
al., 1994) Leur teneur est trés variable, généralement cempntre 0.1% et 2 & 3% du poids
sec de la drogudrpux et Catier, 2007).Les alcaloides existent rarement a |'état libnesda
plante, ils sont le plus souvent combinés a degeaadrganiques ou a des tanidsgegler et
Facchini, 2009.

Figure 08 Exemple d’alcaloide : la morphiri®sbourn et Lanzotti, 2009).

2.5.2. Propriétés et Biosynthese

Les alcaloides sont des molécules tres intéressdihia point de vue biologique car
certaines constituent le principe actif de pluseextraits de plantes anciennement utilisés
comme médicaments, comme poisons ou encore comipehgiopes Kess, 2002
Insolubles ou fort peu solubles dans l'eau; ilstsmpendant solubles dans l'alcool plus a

chaud qu’a froid, I'éther, les acides et dans 'ammmque Cowan, 1999.

Contrairement a la plupart des autres types dehuolities secondaires, les nombreuses
classes d’alcaloides ont des origines biosynthésiguiquesZiegler et Facchini, 2008) Les
noyaux de base de ces différents alcaloides dérides acides aminés du métabolisme

primaire Nacoulma, 2012)tels que:
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— la phénylalanine (précurseur du noyau isoquino)éine
- le tryptophane (précurseur du noyau indole) ;
— Tornithine (précurseur de I'éphédrine...) :

— la méthionine intervenant dans les processus dsrtréthylation, etc...

Certains alcaloides (issus de plantes rares agildiff a cultiver) ont été reproduits par
synthese. D’autres sont des dérivées de produitaureiat (héroine dérivé de la
morphine, LSD ....).

2.5.3. Classification
a) Selon l'origine biosynthétique

On distingue trois types d’alcaloides :

- alcaloides vrais :lls comportent un atome d’azote dans un systeme hgthicpee et
sont bio-synthétiquement formés a partir d’'un acidegné ;

- pseudo-alcaloides ils représentent le plus souvent toutes les caistities des
alcaloides vrais, mais ne sont pas dérivés dessaitinés ;

- proto-alcaloides :se sont des amines simples dont I'azote n’est peas dans un
systeme hétérocyclique ; ils ont une réaction heskf sont €laborés vivo a partir

d’acides aminésBruneton, 1999.
b) Selon leur composition chimique et structure mdculaire
Les alcaloides peuvent étre divisés esi@luis groupes :

- Phénylalanines:comme capsaicine chez le piment, colchicine ch&himue.

- Alcaloides isoquinoléiques : comme: morphine, éthylmorphine, codéine et
papavérine continues dans l'opium du pavot; etttedoides indoliques: ergométrine,
ergotamine et ergotoxine de I'ergot des cére@esfalezet al, 1984).

- Alcaloides quinoléiquesse trouvent dans les écorces de CinchBmaétien, 2008).

- Alcaloides pyridiques et pipéridiques par exemple: ricinine chez ricin.

- Alcaloides dérivés du tropane comme scopolamine et atropine chez la belladone.

- Alcaloides stéroidesracine de vératre, douce-ameére ou aconite (acehppar

- exemple Gonzalezet al, 1984)
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2.5.4. Propriétés physicochimiques et pharmacologigs

Si dans les plantes, les alcaloides ehdaa composés du métabolisme secondaire
jouent un rble de défense contre les herbivordsez dHomme ils trouvent cependant
plusieurs applications pharmaceutiques ainsi queodebreuses utilisations en thérapeutique,
notamment au niveau du systéme nerveux centralsydteme nerveux autonome et du
systeme cardiovasculair&¢calley, 2002 ; Stockigtet al, 2002 ; Gazengel et Orecchioni,
2013) Parmi les effets physiologiques que I'on peuenot

- des effets sur l'activité cérébrale et le systeneeveux : stimulant, euphorisant,
excitant, hallucinogéne, antalgique, hypnotiquealyaant, vomitif... ;

- des effets sur le systeme cardio-vasculaire : atgut de la tension sanguine
(hypertension, hypotension), bronchodilatateur....

De nombreux travaux ont d’ailleurs montré l'intéi#s alcaloides dans l'activité
antiplasmodiale, antispasmodique, anticancéreussureies troubles nerveux (maladie de
Parkinson). Leurs effets laxatif et antirhumatisntait été eégalement révél&airihi et al.,
2005 ; 2006 ; Iseriret al., 2007 ; Zirihi et al.,2007; N'Guessaret al.,2009)

Ces nombreuses activités conduisent a une utilisatmportante des drogues a alcaloides,
soit sous forme de préparation galéniques, soipllis souvent, pour I'extraction des
alcaloides qu’elles renferment. Ces alcaloides sbiigés eux mémes ou servent de matiere

premiere d’hémi-synthés&azengel et Orecchioni, 2013
2.6.Les terpénoides
2.6.1.Définition

Appelés aussi terpénes, ils constituent un vastepgr de métabolites secondaires. Se
sont des hydrocarbures naturels, de structurequeiou de chaine ouvertddllal, 2011). En
effet les plantes synthétisent plus de vingt deubesndérivés isopreniques qui possedent des
structures, des propriétés physiques et chimigueactvités biologiques tres diverses
(Conolly, 1992. lIs répondent dans la plupart des cas a la ftwngénérale (€Hs)
(Seenivasan, 2006 c'est-a-dire que leur particularité structurédeplus importante est la
présence dans leur squelette d'unité isopréniffigure 09) a 5 atomes de carbone

(Hernandez-Ochoa, 2005).
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Figure 09: Structure de la molécule d’isoprer@alsamigliaet al, 2007).

2.6.2. Biosynthese

Les terpénoides sont des métabolites secondaimgbésigés par les plantes, les
organismes marins, les champignons et méme lesaariniis résultent de I'enchainement de

plusieurs unités isopreniqueBhats et al, 2005.
a) Voie de mévalonate

Se fait dans le cytosol et le réticulum endoplasmjda plus anciennement connue,
utilise l'acétyl-CoA comme point de départ, toutnooe la biosynthése des acides gras
(Sharkey, 199).

b) Voie desoxyxylulose-5- phosphate

La voie de desoxyxylulose-5-phosphate (DXP) futodéerte chez les organismes
procaryotes, puis généralisée selon les dernigrelserches aux chloroplastes des plantes
supérieures. Cette voie donne naissance aux pegegrsd’isoprénes, monoterpenes,
diterpenes et tétraterpénes et ce a partir desipgadsus directement de la photosynthése, la
pyruvate et glycéraldéhyd 3-phosphdtlitenthaler, 1999.

2.6.3. Classification

Les terpenes sont formés de I'assemblage d’'un reetier d’'unités penta carbonées
ramifiées dérivées du 2-méthyle butadiéne, appelésts isopréniques (C5H8)n. Ces
squelettes peuvent étre arrangés de facon linéaitden former des anneaux. De ce fait une

classification rationnelle, basée sur ce nombrésgrénferment, est possib{Bottine, 2011).
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Selon le nombre d’unités isopréniques qui les ¢mestt, on distingue : les terpenes
ou monoterpénes en€:les sesquiterpénes emsdes diterpénes enz6; les triterpénes 6 et
les tétraterpeness@Guignard, 1996).
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Chapitre I Présentation de la plante Helnthotheca echioides

1. Caracteres généraux des Astéracees

Le mot Grec « Aster » signifie étoile, en relatiavec la forme de la fleur. Les
Asteraceae (anciennement appelées Composées) sunt famille appartenant aux
Dicotylédones, comprenant plus de 1500 genresust g¢ 25000 espéces décrites dont 750

endémiques. C’est une des familles les plus imptasades Angiospermes.

Ce sont presque toujours des plantes herbacéessauvent des racines charnues :
rhizomateuses, tubéreuses ou pivotafiesan H et al,. 1992. Cette famille présente des
caractéres morphologiques divers : herbes annualiesvaces, plus rarement des arbustes,
arbres ou plantes grimpantes et quelques foistgdarharnuesJ(nich K et al.,1994 ; bien

gue généralement ce soit des plantes herbacéaslésfesolées(Yuan H et al.,1992.
1.1  Description botanique

Les Astéracées, sont présentes principalemerst ldarrégions tempérées et froide du
globe (ee et al., 2003).Ce sont majoritairement des plantes herbacées.enséma famille
comprend aussi des arbres, des arbustes ou des, limaais rarement des plantes aquatiques.
Les Astéracées ont la caractéristique commune ’des fleurs réunies en capitules, c’est-a-
dire serrées les unes a c6té des autres, sanscpdERymplacées sur I'extrémité d’un rameau
ou d’'une tige. Les feuilles sont le plus souvemeraks, mais aussi opposées ou radiales,
simple exstipuléeKhallouki et al.,2000) Les composées sont répartie en fonction de leurs
fleurs en deux type: 'un ayant des fleurs a cesolligulées et l'autre a corolles tubulées
(Pistelli et al.,1998).

1.2 Utilisations et intéréts économiques

La famille des Astéracées est anciennement conoueses propriétés médicinales et
pharmacologiques. Les plantes de cette famille atihitées comme reméde en médecine
traditionnelle. De nombreuses especes figurenieégait dans les pharmacopées ; elles sont
utilisées pour leur activités anti-microbienneadaille-Dubois et al., 2000), anti-fongiques
(Kaipnazarov et al., 2004) anti-inflammatoires(Hostettmann et al., 1995; Dey et al.,
1991) anti-ulcéreuses Manitto, 1981), antibiotiques (Voutquenne, 1997) antivirales
(Voutquenne, et al.,1998) et anti-tumoralesMoutquenne et al., 2002) La famille des
Astéracées est d'ailleurs réputée pour sa gractiesse en composés naturels ; elle est source
de polyphénols, de flavonoides, de coumarines,edgenes, d'alcaloides, de lactones, de
tanins et d’huiles essentielles, qui possedent esttusles activités biologiques intéressantes
(Benali, 2016)
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Cette vaste famille est économiquement importare fournit des plantes
alimentaires: La laitue est la plante la plus weki de la famille, suivie de l'artichaut, de
'endive, du salsifis, de la chicorée, de l'estraget du tournesol. De nombreuses autres
especes ont une utilisation ornementale, tellel@uearguerite, le dahlia, le zinnia, le cosmos,
le chrysantheme et I'aster. Plusieurs espéces wdisees en pharmacie: I'ArnicaAfnica
montanal.), la camomille MatricariachamomillaL. et Anthemisnobilid..), le pied de chat
(Antenaria DjiocaGartp, le tussilage TussilagofarfaralL.). Certains comme le genre
Pyrethrumfournissent un insecticide, d’autres (geArgemisig sont utilisés comme plantes
meédicinales et dans la fabrication de liqueurs cerliabsinthe ou le génépaussenet al.,
1982).

Helminthotheca echioides
2.1. Position systématique

Helminthotheca echioides, appelée communément, Picride fausse vipérine, est
une espéce de plante herbacée de la famille désatéegBell, 1982).Elle est classée selon
Holub, (1973)comme suit :

- Domaine: Eukaryota

- Royaume: Plantae

- Embranchement: Spermatophyta

- Sous-embranchement: Angiospermae
- Classe: Dicotyledonae

- Ordre: Asterales

- Famille: Asteraceae

- Genre:Picris

- EspecesHelminthotheca echioides
2.2 Description botanique

Helminthotheca echioidg§igure 10)est une plante herbacée annuelle ou vivace qui
peut atteindre 1 m de haut avec une structure i@a{iHolzapfel, 1994 ; Vibrans, 2015.
La tige et les feuilles hérissées de poils durdadicride fausse vipérine, dessinent des
contours grossiers, qui peuvent évoquer les traltss certains membres de la
famille BoraginaceaelLes feuilles basales sont étroitement oblancéoléae elliptiques,
atteignant 30 cm de long, obtuses a aigués a l;agieMeuses a dentées en marge, décalées
vers une base qui ressemble au pétdibrans, 2015). Généralement, elle a une racine
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pivotante simple mais parfois aussi un systemenaa@ ramifié(Holzapfel, 1994). Elle a
des fleurs jaunes et des akénes jaunes ou rougieBgerement ridés transversalement,
brusquement terminés par un poil aussi long quetia(Tela Botanica, 2016 ).

A) B)

Figure 10 : Photographie représentant I'aspect morpholegitHelminthotheca echioidds.
A : fleur,B : plante,C : feuille (Holub, 1973).

2.3 Distribution géographique et caractéres écolagies

II'y a quelques divergences dans le placement delid&ibution originale dél.
echioidesavec certaines sources, suggérant quelle étaginare de la seule région
méditerranéenne occidentaf€remetsberger et al., 2015). D’autres élargissant son aire de
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répartition naturelle a des pays aussi €loignés lguRussie et I'Ukraine en Europe, et en
Azerbaidjan et en Iran en Asie central&réuter, 2006 ; Usda-Ars, 2016.H. echioidesest
considérée comme introduit, établit ou naturales@eAustralie, au Turkménistan, en Afrique du
Sud, au Canada, aux Etats-Unis, en Argentine, @i €hUruguay et dans d’autres pays européens
(Holzapfel, 1994 , Grace, 2006 , Sirbu et Opre2013, Daisie, 2015 , Usda-ars, 2016)

Helminthotheca echioidesst souvent associée a des habitats agricolés.glmite sauvage
fréquente également les milieux habités par I'Hommesejardins, les champs cultivés, les vergers,
les bords de routes... Autant d’endroit ou elld reuver une terre riche, bien exposée, tassde par

passage des pieds, des véhicules ou des madviinené, 2015.

Aux Etats-Unis, elle est surtout classée commeespéce de plateau obligatoire qui ne se
rencontre jamais dans les zones humides et sedlelaes la région Arid West. En France et en
Corse, on la trouve sur les bords des routes ettdeaps ainsi que dans les terrains vagtres
Nouvelle-Zélande, elle a été signalée comme unentide commune des terres incultes, des

paturages, des zones urbaines et des ligieimsk et al.,2007)

Elle est capable de survivre a des climats sesenable pousser a partir de pousses basales
apres des périodes sechds.echioidegpeut pousser dans une grande variété de typesisdets
préfere les sols secs. Elle ne pousse pas biembre.H. echioidesurvit bien dans des conditions
difficiles, telles que la sécheres#iea été rapporté queette espéce pouvait se contenter d'un sol
argileux, a pH basique et riche en nutriméhigure 11) (Holzapfel, 1993)

caracterristigues climatigues

- ombre S e
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Figure 11 : Ensemble des caracteres écologiques de la Pitaigese vipérineHolzapfel,
1993).
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2.4 Propriétés biologiques et utilisation traditiomelle

Beaucoup de propriétés médicinales on été attsbaiéette plante, telles que l'activité anti-
microbienne et anti-oxydante ainsi que la cicatdsa De plus, comme la plante contient des
tannins, elle a la propriété de resserrer lesstidss capillaires, et les orifices, et elle temthdinuer
les secrétions des glandes et des muqueuses. filgel'dans le traitement des diarrhées, des
hémorragies, des angines...etc. Elle présente égaletes propriétés dépuratives ; elle purifie le
sang et débarrasse I'organisme des principes texiquisibles a la santé en les éliminant par la

peau (sudorifiques), les reins (diurétiques) audstin (purgatifs ou laxatifg.eclerc, 1954)

En médecine traditionnelle, cette plante est sudtiisée pour ses propriétés vulnéraires ;
en applications externes, elle contribue a la go@rdes plaies, des blessures et des contusions.
Dans la région de Kabylié]. echioidesappelée Hlafa, est tres répandue. Elle est cogsighér la
population locale comme un excellent cicatrisar#t jplaies et comme remede contre les ulceres

d’estomac et les reflux gastro-cesophagiens.

En outre, il a été également rapportée, que ddis wEme région, cette plante était
consommée crue et servait de nourriture aux héfédiculierement durant les périodes de
lactation, en raison de sa grande valeur nutriimeméditerranée, les jeunes feuilles au centra de |
rosette ainsi que les tiges, se mangent cruesdisnsalades composeées, bouillies en soupe ou

revenues a la poéBoari et al.,2013)
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e Cadre de I'étude

Notre étude expérimentale a été réalisée au sanlat®ratoires communs | et I
d’analyses physico-chimiques, ainsi que le labinatpédagogique de Microbiologie de
I'Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou (UMMTQ@urant la période de Mars a Juin
2018.

L’objectif principal de ce travail, est de détermriries propriétés phytochimiques et
anti-microbiennes de la poudre obtenue par la ndétltee séchage a l'air libre des feuilles

d’Helminthotheca echioides

1. Matériel

a) Matériel de laboratoire

L’ensemble des appareillages, matériel, verredkjasits, réactifs chimiques utilisés sont

cités dans Idableau 3.
Tableau 03: Appareillage, matériel, solvants, réactifs clijo@s et solutions utilisés.

Appareillage, matériel, verrerie de Solvants et solutions
laboratoire

-Agitateurs  magnétiques, balance  Acide chlorhydrique
précision 0,001g (KERN 770), bain-marie, Ammoniague

étuve (MEMMERT), plaque chauffan
(RYPA), spectrophotometre visible (E _
9200), réfrigérateur, autoclave (WEBEC( Acide gallique

bec bensen. Chloroforme

Acétate de sodium

-Béchers, burette, éprouvette, cristalliso
mortier, tamis, spatules, pince, anse :
platine, micropipettes, pipettes Paste Carbonate de sodium
cuves, tubes a essai, papier filt gy distillée

écouvillons, embouts en plastiques stérile

Chlorure ferrique

Ethanol

Hydroxyde de sodium
Isobutanol

Méthanol

Propanol

Sulfate de sodium anhydre
Réactif de Folin-ciocalteu.

Eau physiologique stérile (9g/1)
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* Milieux de culture

On utilise la gélose nutritive Muelldinton pour I'étude de la sensibilité des souches
bactériennes aux différentes concentrations dejnase extraits. On utilise aussi les milieux

Sabouraud et PDA pour les levures et moisissures.
b) Matériel biologique
» Souches microbiennes testées

Les tests d’activité anti-microbienne des diffésemttraits phénoliques de notre plante
ont été effectués sur sept souches bactérienneéscithgnsont référencées, une levure et une
moisissure. Ces souches ont été fournies par tedtadire pédagogique de Microbiologie de
I'Université de Tizi-OuzoyTableau 04)

Tableau 04 :Souches bactériennes, levure et moisissure @atgisé

Souches Type Référence
Staphylococcus aureus Bactérie Gram positif ATCC 25923
Escherichia coli Bactérie Gram négatif ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa Bactérie Gram négatif ATCC 27853

WBCM 000000009

Enterococcus feacalis Bactérie Gram positif

Bacillus cereus Bactérie Gram positif ATCC 10876

Klebsiella pneumoniae Bactérie Gram négatif CHU de Tizi-Ouzou

(Patient N°1315)

Klebsiella pneumoniae Bactérie Gram négatif CHU de Tizi-Ouzou

(patient N°4392)

Candida albicans

Aspergillus niger

Levure

Moisissure

/

29



Chapitre | Matériel et méthode

c) Matériel végétal
» Echantillonnage de la plante et conservatic

La planteHelminthothec echioidesa été récoltée dans le village d’Ait Ahmed, dan
région de Maatkaéwilaya de Tiz-Ouzou) durant le mois de Mak918. Les feuilles et le
tiges ont été triees, lavées a I'eau du robinetyyees a l'aide d’'un papier absorbant, |
séchées a l'air libre a I'abri de la lumiére. Aps&shage pendant 20 jours, ces (eres ont
été broyées a 'aide d’'un broyeur électrique juadiobtention d’'une poudre. La poudre ai
obtenue a été tamisée sur un tamis d’'un diamégrevaon 25(m pour avoir une poudre fir
et homogéne. Cette derniére a été ensuite consdar&eurrécipient en verre et stockeée

I'abri de lumiere et d8humidité jusqu’a I'extractior

Récolte des feuilles et tiges fraiches
de la plante

Triage et nettoyage

Séchage a ’air libre

Broyage et tamisage

Stockage a I’abri de la lumiére
et de I’humidité

Figure 12 : Diagramme représentant le procédé de séchage Bdiei des feuilles H.

echioides
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2. Méthodes
2.1 Screening chimique

Les tests phytochimques consistent a rechemfdacon qualitative les différentes
familles des métabolites secondaires existants tanpartie aériennes (tige et feuille) d’
Helminthotheca echioides. LDans ce travail, ce screening concerne la rebkeme:
flavonoides, tanins, tanins galliques, anthocyarlesco-anthocyanes, quinones libres,

saponosides, glucosides, coumarines et stéroides.
Les résultats sont exprimés selon le type de @acti

(-) : Absence totale(+) : Présence en tracé++) : Présence en quantité abondantet+) :

Présence en quantité tres abondante.

* Préparation de l'infusé

Dans un Erlenmeyer de 250 mL, 20g de poudgetale ont été macérées dans 100 ml
d’eau distillée bouillante. Aprés infusion pendanhn, une filtration a été réalisée sur papier
filtre. L'infusé obtenu a été ajusté a 100 mL d’ebstillée et conservé pour la recherche des

différents composeés chimiques de cette plante.
» Recherche des composés chimiques

a) Recherche des flavonoides

Deux grammes de poudre de la plante @énMgicérées dans 40 mL de HCI dilué a 1%
pendant 24h. Dix millilitres du filtrat ont été s basique par I'ajout d’'une solution de
NH4OH. L’apparition d’une couleur jaune claire dangdatie supérieure du tube indique la

présence des flavonoides.
b) Recherche des tanins

Cing millilitres de l'infusé ont été introduitkans un tube a essai, une solution de facCl

5% a été ajoutée goutte a goutte en présencernas,tane coloration verdatre apparait.
c) Recherche des tanins galliques

Le filtrat a été saturé par I'acétate de sodipuis quelques gouttes de Fe@it été

ajoutées. La réaction est considérée positive ltwsg coloration bleue noiratre apparait.
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d) Recherche des anthocyanes

Dans un Erlenmeyer, 5 mL d’'infusé ont été introslpiis quelques gouttes d’HCI ont

été ajoutées. La réaction positive se traduit paraoloration rouge.
e) Recherche des leuco-anthocyanes

A 2g de poudre, 20 mL de (propanol /acide chlorligr(v/v) ont été ajoutés. Le
meélange est porté au bain marie bouillant pendaalgges minutes. Les leuco-anthocyanes

sont détectées grace a une coloration rouge asucs.
f) Recherche des stéroides

Dans une capsule, on induit 5 ml d’'anhydigaétique a 5 ml de I'extrait, qui sont
reprit dans un tube a essai dans lequel sont aj@%ml de HSO, concentré. L'apparition

d’une coloration violette qui vire au bleu puis\eart indique une réaction positive.
g) Recherche des quinones libres

Deux millilitres d’HCI (1N) ont été ajouté & 2le poudre végétale, auxquels 20 mL de
chloroforme ont été ajoutés. Le mélange a étésdami repos pendant 3h puis filtré. Cing
millilitres d’ammoniaque (1/2) ont été ajouté altrdit. La réaction positive est détermirnpae

I'apparition d’'une couleur rouge-violette.
h) Recherche des saponosides

Cing millilitres d’HCI a 0,1N ont été déposés damstube a essais et 5 mL de NaOH
0,1N ont été mis dans un autre tube. Dans chacsiruibes, 2 a 3 gouttes d’infusé ont été
ajoutées. Le mélange a été agité verticalementgmar®D sec et laissé au repos pendant 15
min. Une réaction positive est déterminée par ks@mnce d’'une mousse persistante. On

distingue deux cas :

- Le premier cas: en présence des saponines s&mogédi, on obtient dans les deux

tubes le méme volume de mousse ;

- Le deuxieme cas : si la plante contient des saperthiterpéniques, en milieu basique

il y'aura formation d’'une mousse, parfois plus imtpate et plus stable.
I) Recherche des glucosides

Quelques gouttes d430, ont été ajoutées a 2g de poudre végétale. Uneatiolo

rouge brique ensuite violette se manifeste en poé&sdes glucosides.
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j) recherche des alcaloides

Cing grammes de poudre ont été macétées 50 mL de HCI a 1% pendant 2h. Apres
filtration, quelques gouttes du réactif de Mayet ét& ajoutées au filtrat L'apparition d’un

précipité blanc indique la présence des alcaloides.
k) Identification des coumarines

La présence des coumarines a été révélée a parfirdL de l'infusé a 5 %, placé
dans un tube dans lequel sont ajoutés 3 mL de NdO®). Aprés agitation de la solution,

I'apparition d’une couleur jaune indique la présedes coumarines.
2.2. Analyses du spectre infrarouge (IR)

La poudre dH. echioidesa été analysée en spectroscopie infrarouge afiadtercher
les principaux groupements fonctionnels présents dztte plante. L'analyse s’effectue a
I'aide d’un spectrometre qui envoie sur I'échaatillun rayonnement infrarouge et mesure les

longueurs d’onde auxquelles le matériau absorbesentensités de I'absorption.

La spectroscopie infrarouge est un moyen de didignpermettant de déterminer la
nature des liaisons chimiques présentes dans urécutm (Briigel, 1962) En effet,
'expérience montre que certaines fréquences deatidm, dites « fréquences de groupe »,
sont caractéristiques de la présence d'un groupewrtemique dans la molécule étudiée.
Ainsi, la spectroscopie infrarouge est un tréesgans moyen de caractérisation pour identifier
des groupements moléculaires et obtenir de nomésdnformations microscopiques sur leur

conformation et leurs éventuelles interactig@enley, 1966)

2.2. Extraction des polyphénols
2.2.1. Extraction par maceération
* Principe

La macération est la méthode d’extraction solidaiie la plus simple. Elle consiste a
laisser séjourner la matiere végétale dans un msblpaur extraire les principes actifs

(composés phénoliquef)eybros et Fremeaux, 1990)
* Mode opératoire

Les composeés phénoliques ont été extraits de laeplaar macération, en utilisant

trois solvants différents : le méthanol, I'éthaabl’acétate d’éthyle.
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a) Extraction méthanolique des polyphénols

- Mélanger 20g de poudre de la plante dans 100 nthéthanol dans le premier extrait
(85% de méthanol mélangé avec 15% d'eau distitlé@s le deuxieme extrait (85%
de méthanol mélangé avec 15% d’acide formique) paouneilleur rendement ;

- Laisser macérer pendant 72 h sous agitation (ceetsen a 4°C, protection du flacon
avec du papier aluminium contre la lumiere) ;

- Filtrer au papier filtre (réaliser cette étape déaig) ;

- Evaporer le filtrat au rotavapeur a 45°C ;

- Conserver au frais avec du papier aluminium.

b) Extraction Ethanolique des polyphénols

- Mélanger 20g de poudre de la plante dans 100 nthatél ;

- Laisser macérer pendant 72 h sous agitation (ceaisen a 4°C, protection du flacon
avec du papier aluminium contre la lumiere) ;

- Filtrer au papier filtre (réaliser cette étape déaig) ;

- Evaporer le filtrat au rotavapeur a 45°C ;

- Conserver au frais avec du papier aluminium.
c) Extraction des polyphénols avec I’Acétate d’éthyle

Dix grammes de poudre ont été macérées dansnlOfe solvant & température ambiante
et a I'abri de la lumiere et sous agitation magn&ipendant 24 h. Le mélange a été ensuite
filtré trois fois en utilisant le papier wattmare ffiltrat obtenu a été évaporé a sec a l'aide du
rotavapeur. L’extrait récupéré est mis a I'étuvedan cristallisoir pour faire évaporer le

reste du solvant. L'extrait obtenu a été consen#0&C jusqu’a son utilisation.
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20 g du matériel végétal
(poudre) + 100 mL du solvant

ﬂ

\/
Macération a température ambiante et a I'abri de la
lumiére pendant 72h sous agitation

W

v
Filtration 1

W

v

Evaporation du filtrat au
rotavapeur a 45 °C

Ve
Extrait brut

Figure 13 : Protocole de préparation des extraits par maceératio

2.2.2Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectwd s@lméthode de Folin-Ciocalteu
(Boizot et Charpentier, 2006) Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils réduisenéactif
Folin-Cioclateu en un complexe ayant une couleeudlconstitué d’oxyde de tungsténe et de
molybdéne. L'intensité de la couleur est propomigie aux taux des composés phénoliques

oxydes.

Dans un tube a essai, 0,2 mL de 'extrait, onnéééangés avec 1 mL du réactif Folin-
Cioclateu et 0,8 mL de la solution de carbonatesattium (NaCQO;) a 7,5% (m/v). Le
mélange a été agité et incubé a I'obscurité etngpéeature ambiante pendant 30 min et
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'absorbance a été mesurée a 760 nm par un spkotmpetre. Les résultats sont exprimés en
mg équivalent acide gallique/mL de matiére végétehe en se référant a la courbe
d’étalonnage de I'acide gallique.

Mélange de 0,2 mL d’extrait +1 mL du
réactif de Folin-Ciocalteu. 0,8 mL de
Carbonate de sodium a 7,5% (m/v)

S
Agitation

g

Incubation pendant 30 min a température
ambiante et a I'abri de la lumiére

S
Mesure de I'absorbance a 760 nm

Figure 14 : Diagramme représentant le procédé de dosage dgshpabls totaux.

» Préparation de la courbe d’étalonnage

La solution standard de 'acide gallique est der@fnL (éthanol & 10%{Ojeil et al.,

2010).Les dilutions réalisées sont regroupés dans laage
2.3 Evaluation de l'activité anti-microbienne

L’évaluation de l'activité anti-microbienne des eits de notre plante, a été réalisée
selon la méthode de diffusion en milieu géloséilfagramme)(Treki et al, 2009).Cette
technique repose sur I'apparition d’'une zone dhition dans le milieu de culture, autour du

disque contenant I'extrait de la plante a@@$saibiset al.,2009).
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» Préparation des disques

Les disques ont été préparés a partir du papiet™émg avec un diametre de 6 mm. Ces
derniers ont été ensuite mis dans un tube a etsérilisés a I'autoclave a 121°C pendant 15

minutes, puis conserveés jusqu’a l'utilisation.
» Stérilisation du matériel et des milieux de culture

Les milieux de culture, Muller Hinton, SabouraudP®A, ont été stérilisés a I'aide d'un
autoclave pendant 15 min a 121°C. Les milieux odtedsuite coulés dans les boites de pétri
a 4 mm de hauteur puis séchés sur la paillassentdgreelques minutes dans la zone de

stérilité, assurée par le bec bunsen.

» Reuvivification et repiquage des souches

Pour permettre aux bactéries stressées depéear leurs potentialités, 1 mL de la
suspension bactérienne a été prélevée et addidoan® mL de BHIB. Les tubes ont été
incubés pendant 24h a 37°C.

Les bactéries ont été ensemencées a I'aihe dnse sur gélose nutritive en réalisant des
stries serrées, puis incubées a 37°C. De m&@uaadida albicansa été repiqué sur gélose
Sabouraud Aspergillus niger sur le milieux PDA. Ces derniéres ont été inceb&e28°C

pendant 3 a 5 jours.
» Préparation de I'inoculum et standardisation

A partir d’'une culture pure des souches a testaelgges colonies bien isolées et
identiques ont été raclées. L'anse a été déchatgee 5 mL d’eau physiologique stérile a
0.9% ; la suspension bactérienne a été homogénéisée turbidité a été ajustée a 0,5
McFarland, ce qui correspond & 1-2 ¥ LIFC/mL pour les bactéries (D.O = 0,08 & D&/
625 nm), 1-5 x 1DUFC/mL pourC. albicans(D.O = 0,12 & 0,15 % = 530 nm) (NCCLS,
2001) et 16 spores / mL pour les champignons filamenteux (530 nm)(Pfaller et al.,
1998)

» Préparation de 'aromatogramme

L'ensemencement des souches testées a été ngatig&ouvillonnage sur la surface

des milieux de culture. Quatre disques imprégnésclimjue extrait phénolique ont été
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déposés délicatement sur la surface de la gélésgda d’'une pince stérile. De méme, des
disques contenants des antibiotiques (témoinsifsdsit des disques imprégnés de DMSO
(ttmoin négatif) ont été utilisés afin de compdesr résultats avec ceux obtenus avec les
extraits testés. Les boites de Pétri ont été ensntubées a 37°C pendant 24h pour les
bactéries, a 28°C pendant 24 h pQuralbicanset 48h pour la souche de champignon. Les
diametres des zones d’inhibition (en mm) ont éguga mesurééBiyiti et al.,2004).Quatre
disques ont été également imprégnés par les qusdieants utilisés pour I'extraction des
polyphénols, afin de confirmer que ces derniersindmcun effet inhibiteur contre les souches

testées.

Tableau 05 :Liste des antibiotiques testés.

Nom Abréviation Quantité par disque
Sulfaméthoxazole/ SXT 10 ug

Trimethoprime

Céfoxitine FOX 10 pg

Céfotaxime CTX 10 ng

Kanamycine K 10 ug

Céfalexine CN 10 ug

Oxacilline OoX 10 ug

Amoxicilline AX 10 g

e Lecture des résultats

La lecture se fait par la mesure des diammédes zones d’inhibition autour des disques.

Apres mesure des zones d’inhibition, les souchesdasseées en :

- Souche non sensible (-) ou résistante : diame&r&mm ;

- Souche sensible (+) : diamétre compris entre % e ;

- Souche tres sensible (++) : diamétre compris driret 19 mm ;

- Souche extrémement sensible (+++) : diametre ® mm(Ponceet al.,2003).
2.4 Détermination de la concentration minimale inHitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) correspl a la plus faible concentration

en extrait méthanolique/acide formique capablehikier en 18 a 24 heures la multiplication
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bactérienne. La détermination de la CMI s’est étfée selon la méthode des microdilutions
décrite paiGuinoiseay (2010)avec quelques modifications. Cette méthode conaistaliser

une gamme décroissante de concentration en extéditanol/acide formique dans des tubes
contenant un milieu de culture liquide (BHIB) aingu’une quantité de suspension

bactérienne standardisée. Cette technique s’effexitnme suit :

Un volume de 0.5 mL de l'extrait brut (méthanolteciformique) a été prélevé et
mélangé a 0.5 mL de DMSO (solution mére). Un niililde ce mélange a été ajouté dans un
tube contenant 2mL de BHIB, formant ainsi la doatiau demi. Une série de dilutions,
jusqu’a la dilution au 1/16, a été réalisée a pdsdila dilution au demi, afin de constituer une
gamme de concentration de I'extrait phénoliquestete Une fois les dilutions réalisées, 10 pl
de I'inoculum bactérien standardisé & WIFC/mL ont été ajoutés dans chacun des tubes de la

gamme de dilutions ainsi que le tube contenamliatisn mere.

Solution mere:
0.5 mL de I"extrait

EAVAVAYAYA

WYY

1/8 i
2 mL de 2 mL de 2 mL de 2 mL de 2 mL de
BHIB EHIB BHIE EHIB BHIE

Figure 15: Représentation schématique de la gamme de dilytiomsl’évaluation de la CMI

des extraits phénoliques.
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Chapitre Il Résultats et discussion

1. Screening phytochimique

L’analyse phytochimique permet de déterminer gag@iément les composés non
nutritifs mais biologiquement actifs qui conferefd saveur, la couleur et d'autres
caractéristiques a la plante. Le résultat de celageé phytochimique est résumé dans le
Tableau 06 Ce sreening révele la présence ou I'absence thboli#es secondaires au niveau
de la feuille et de la tigd’Helminthotheca echioide&n effet, six composés bioactifs ont été
identifiés : les flavonoides, les tanins, les targalliques, les coumarines, les glucosides et les
stéroides en quantité abondante, et les anthocyanésible quantité, ainsi qu'une absence
totale de saponines, de leuco-anthocyanes et derps libres dans la partie aérienné.d’

echioides

Tableau 06: Résultats des tests phytochimiques effectués laurpartie aérienne
d’Helminthotheca echioides.

Métabolites Tige et feuille Résultats
secondaires
Anthocyanes (+)

Leuco-anthocyanes ()

Tanins (+++)

Tanins galliques (+++)

40



Chapitre |l Résultats et discussion

Suite tableau n°06
Flavonoides (+++) i LA

)
Saponosides
Quinones libres )]
Glucosides (+++)
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Suite tableau n°06

S —

coumarines (+++)

Stéroides (+++)

(-) : Absence ;(+) : Présence en tracgt+) : Présence en quantité abondan(e++) :
Présence en quantité tres abondante.

Les analyses phytochimiques sur les extraits dgétaax est une étape préliminaire,
d'une grande importance, puisqu’elles révélentriss@nce de constituants connus par leurs
activités physiologiques et leurs vertus médicinalees recherches effectuées stir
echioidesont révélé la présence d’importants métaboliteorsgaires. L'ensemble de ces
groupes chimiques ainsi identifiés, possedent deprigtés pharmacologiques diverses,
justifiant les utilisations multiples de cette pgkwen médecine traditionnell@uedraogo,
2001)

Le potentiel d’'une plante médicinale est attribud’a&tion de ses constituants
phytochimiques. lls sont produits comme métaboléesondaires, en réponse au stress
environnemental ou pour assurer un mécanisme denskfcontre les agresseurs qui
provoguent des maladies chez les végéfdiahammedi, 2013) C’est pour cela que les
plantes des zones semi-arides continechioides produisent plusieurs types de métabolites
secondaires afin de se défendre et pouvoir résistecontraintes imposeées par le climat et le
milieu (Rira, 2006).

Un grand nombre d’effets biologiques sont accoedéss composés. Il est connu que

les flavonoides jouent un role dans la coloraties dégétauxmais remplissent également
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des fonctions tres importantes chez les plantdsseprotégeant contre le stress hydrique et en
leur conférant une tolérance aux métaux lourdseptésdans lesols. De plus, les flavonoides

protegent les aliments d’origine végétale de I'etyah, car ce sont des anti-oxydants réputés
pour leur action anti-radicalaif®akhloufi, 2010). A ces effets s’ajoutent des propriétés ant-

ivirales, anti-fongiques, anti-allergiques et anflammatoiregBenzahi, 2001)

En outre, on note la présence des tanins dans plaimée ; ces composés donnent un
golt amer a I'écorce ou aux feuilles, les rendamgi ampropres a la consommation pour les
insectes et le béta{(Eberhard et al, 2005) Les plantes peuvent produire des substances
phénoliqgues (tannoides) en réponse a un stressoengmental, suscité par différents
facteurs: déficience en éléments nutritifs, badsd’intensité lumineuse, sécheresse et les
températures élevégRira, 2006) Grace a leur astringence, les tanins sont utilegs
thérapeutique comme anti-diarrhéiques, vasocorstrg, homeéostatiques, mais surtout
comme protecteurs veineux dans le traitement desegaet hémorroides.eurs propriétés
antiseptiques, antibactériennes et antifongiques é&é clairement démontrées dans le
traitement des diarrhées infectieuses et de degnaide plus, les tanins posséedent une forte
activité anti-oxydante, en piégeant les radicalweb et en inhibant la formation des radicaux

superoxyde¢Bediaga, 2011).

La Picris fausse vipérine renferment égalemerg deumarines; ces dernieres
possedent des actions bactériostatiques, antigaegiet anti-viralegRufini et Sampaolo,
1977) Ces composés sont capables de piéger les raditgdroxyles, superoxydes et
peroxyles, prévenant ainsi de la peroxydation deslds membranairesD{allo, 2005.
Concernant les composés terpéniques, il a été mévidence la présence de stéroides. Les
stérols forment la base des stéroides qu’on ret¢ralans de nombreuses vitamines. lls sont
connus par leurs activités cytostatiques, insetdg;i anti-inflammatoires et analgésiques
(Bruneton, 1999)

Dans une étude, lI'analyse phytochimique sommaie aldraits de plante$ridax
procumbenset Chromolaena odorataappartenant a la famille des Astéracées, a peaimis
mettre en évidence la présence des tannins, demfiades, des alcaloides, confirmant ainsi
la richesse de cette famille botanique en métasobecondaire@gban et al., 2103) Une
autre analyse phytochimique sur un ensemble ddgslate la famille des Astéracées est en

accord avec nos résultgisoffi et al.,2009)

Par ailleurs, les travaux réalisés Baouane et Rezzik(2017) ont montré quéd.
echioidesrenferment des teneurs importantes eyOEeAl,Os, CI, SG; Si0O,, CaO, MgO,
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NaO, K0 et BOs, avec des valeurs qui varient entre 3100 ppm et@pdén Cette richesse
en minéraux suggere ques feuilleset les tiges de cette planpsuvent constituer ur

alternative pour traiter certaines carences en nawne
2. Résultats de l'infra rouge

Les résultats du spectre Infrarouge sont présentés dansHayure 16

—
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Figure 16 : Résultats de L'IR de la poudre de la partie aégatiHelminthothec echioides

Selon les résults d’analyse spectroscopique infrarot de la poudre de la par
aérienne d4. echioides nous constatons que le spectre pResente plusieurs pi
d’absorption de 500 & 3500 ™. En effet, le spectre & enregistré une large batadsorption
& 3421 crit qui correspond a la vibration de type élongatiorgchupement hydroxyle (OF
et eau d’hydratationNous notons également la présences dgcs a 173cnt. Ce pic
correspondaux liaisons C=0 es cétones. kk bande d’absorption & 1630 * a également
été observéeCette bande indique la présence des liaisonsdes phénols Nous remarquons
également I'apparition des pics aux environs de414889,1259 cni® qui correspondent &

groupement C-H.

Les cétones sont des composés orgas de la famille desarbonylés, connt
principalement pour leurs propriétés cicatrisangesrégénérant, ce qui explique donc
I'utilisation dans la médecine traditiorlle d’'H. echioidespour soigner les plaies. Fc

nombreuses, les cétones élisent domiciles diverses familles botaniqudelles que les
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Astéracées, les Lamiacées, les Cistacées, les ddptaetc. Dans la famille des Astéracées,
l'activité anti-fongique et anti-virale des cétonest renforcée par I'action des lactones
sesquiterpéniques qui en font de formidables aarxgitaires. Les cétones sont également
dotés de propriétés mucolytiques, lipolytiquesheti€rétiques ; des propriétés qui ne sont pas
connues chel. echioidesmais qui sont potentiellement présentes chee pénte en raison

de la présence de ce groupement chim{geeay, 2010)

Les phénols sont des composés omniprésents daegrie végétal. Les nombreuses
propriétés de ces composes relatives a la santg@ent@nt décrites dans des études
épidémiologiques, sont principalement fondées surs| activités antioxydantes : ils peuvent
piéger les radicaux libres, inhiber les enzymegaoesables de la formation des radicaux
libres et sont méme des chélateurs de certaingmétalliqguegDugas, 2000) Ces composés
participent a la protection de la plante vis-a-etes son environnement biologique (agents

pathogenes) ou physique (rayonnement YMacheix, 1996)

3. Dosage de polyphénols totaux

La teneur en polyphénols a été estimée par la métlolorimétrique de Folin-
Ciocalteu. L’extraction des polyphénols par madératbien que généralement longue et
exigeante en solvants organiques qui sont chelangtereux pour la sanf@arcia, 2010) est
la seule méthode utilisable dans le cas de I'etitnacd’un ensemble de molécules fragiles
(Ben Amor, 2008) La teneur en PPT est exprimée en mg équivalede agallique/mL
d’extrait de la plante (mg EAG/mL Extrait de plantées résultats correspondant a la

guantité de polyphénols contenus dans chaque tesdrat présentés dansTiableau 07

Tableau 07 Résultats du dosage des polyphénols des quattest® de la partie aérienne

d’Helminthotheca echioides.

Type de solvant Teneur en poly phénols (mg /mL dkrait
de la plante)

Extrait méthanolique/acide formique 14 14

Extrait méthanolique/eau distillée 14,14

Extrait éthanolique 6,7

Extrait a I'acétate d’éthyle 1,26
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A partir de ces résultats, on peut déduire i méthanol présente le meilleur solvant
d’extraction avec 14,14mg EAG /mL d’extrait de lame, suivi de I'éthanol avec 6,7 mg
EAG /mL d’extrait de la plantet enfin I'extrait a d’acétate d’éthyle qui présela plus faible
teneur en PPT avec 1,26 mg EAG/mL d’extrait dddate.

Les résultats montrent que les composés polyphgredisont abondants dans la partie
aérienne de cette plante, confirmant les résulatianalyse spectroscopique IR. Les teneurs
élevées en polyphénols dans les extraits métharmsjgethanoliques sont liées a la solubilité
élevée des phénols dans les solvants polaéedadba et al, 2014. La solubilité des
composeés phénoliques dépend de leur nature chindigie la plante, qui varie de composés
simples a fortement polymeérisés. Les matieres adggtpeuvent contenir des quantités
variables d’acides phénoliques, phénylpropanoidethocyanines, et tanii&arcia, 2010).
Cette diversité structurale est responsable derdadg variabilité des propriétés physico-
chimiques influencant I'extraction des polyphén@lsffi, 2010. Entre autre, la solubilité des
composés phénoliques est affectée par la polarigblyant utilisé. Par conséquent, il est tres
difficile de développer un procédé d’extraction ieggpié a I'extraction de tous les composés

phénoliques de la plan{dokic, 2010 ; Garcia , 201

L’addition de 15% d’acide formique et de/dB’eau distillée au méthanol dans les deux
solvants préparés a augmenté de facon remargaabl@ouvoir extractants. Ces résultats
sont en accord avec ceux Beurgou, (2016 et ceux de plusieurs auteurs qui ont révélé que
les solvants mixtes sont tres efficaces pour extrigis polyphénols. Seladohammedi et
Atik, (2011), l'utilisation de solvants mixtes comme le méthéamde formique et
méthanol/eau distillée, aboutit & un fort enrichleent des extraits en polyphénols. La
supériorité des solvants mixtes seraient duesugeentation de la solubilité des composés
phénoliques dans les extraits obtenus par desrgelugixtes comparés a ceux obtenus par des
solvants purs comme I'extrait éthanolique et l'aitta I'acétate d’éthyl€Trabelsi et al.,
2010. La maceération et le soxhlet sont considérés ceméiant des méthodes
conventionnelles d’extraction des composés phénedicapprouvées par divers auteurs pour
leurs efficacitégLiu et al.,2013)

46



Chapitre Il Résultats et discussion

3. Activités anti-microbiennes

L’activité anti-microbienne des quatre extraitsldeartie aérienne H. echioidesa
éte testée vis-a-vis de quelques souches bactésegind’'une levure et moisissure, via la

méthode de diffusion en milieu gélosé.

Apres incubation, I'effet anti-microbien des extsaest estimé par la présence ou
'absence de la croissance microbienne. Les résudis tests anti-microbiens sont regroupés

dans leTableau 08 et illustrés par lekigures 17, 18, 19, et 20.

Tableau 08 :Estimation des zones d’inhibition en présence désrents extraits.

Extraits Extrait N°1 Extrait N°2 Extrait N°3 Extrait N°4 Témoin
(Méthanol (Méthanol (Ethanol) (Acétate d’'éthyle) = Neégatif
Souches 4+ + (DMSO)

Acide formique) = Eau distillée)

Staphylococcus aureus | 14 mm 9 mm 11 mm 9 mm 0 mm

Escherichia coli 16 mm 6 mm 6 mm 6 mm 0 mm

Pseudomonas aeruginos 15 mm 6 mm 6 mm 6 mm 0 mm

Bacillus cereus 14 mm 6 mm 6 mm 6 mm 0 mm

Klebsiella pneumoniae 17 mm 6 mm 6 mm 6 mm 0 mm
(1315)

Klebsiella pneumoniae 12 mm 6 mm 6 mm 6 mm 0 mm
(4392)

Candida albicans 12 mm 6 mm 6 mm 6 mm 0 mm

Aspergillus niger 80 mm 72 mm 52 mm 66 mm 0 mm

Enterococcus feacalis 20 mm 9 mm 6 mm 6 mm 0 mm
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A partir de ces résultats, on constate que I'exinéithanol/acide formique de la partie
aérienne de la plantel. echioides exerce une activité inhibitrice sur toute les s@sch
bactériennes étudiées, ainsi que Gualbicanset A. niger,avec un degré de sensibilité qui
difféere d’'une souche a une autre. Le pouvoir aattérien le plus élevé de lextrait
meéthanol/acide formique a été observé gouieacalisavec une zone d’inhibition de 20 mm,
ainsi que pouE. colietK. pneumoniag€4392),avec un diamétre d’inhibition de 16 mmlat
mm, respectivement. Aucune zone d’inhibition n’é ébservée avec les autres extraits, ce
qui signifie qu’il n’y a pas d’effets anti-bacténie contre les souches testées, a I'exception de
S. aureusqui a montré un faible diamétrees témoins négatifs, le DMSO et les solvants
utilisés, n’ont exercé aucune activité inhibitrjdes colonies se développant normalement en
leur présence. La multi-résistance de la souEimerococcus feacaliet des deux souches
cliniguesde Klebsiella pneumoniaea nécessiter la réalisation d’un antibiogramme cemm

indiqué dans annexe 02.

Cependant, nos quatre extraits présentent unet@canti-fongique vis-a-vis @.
niger, avec un diametre d’inhibition de 80 mm avec Ifakt méthanol/acide formique, de
72mm avec I'extrait méthanol/eau distillée, de 58 mvec I'extrait éthanolique et de 66 mm

avec I'extrait d’acétate d’éthyle.

Les activités anti-microbiennes observées peuvieateXpliquées par les résultats de
'analyse phytochimique, qui a révélé la préseneecdmposés tels que les tanins, les
flavonoides dont les propriétés anti-microbiennet dgeja été démontre€Bouzid, 2011)
L’effet anti-microbien de ces phénols est du a intébition de I'expression de I'ADN et la
synthése de certaines enzymes et protéines menmesadas micro-organismédhaouadi et
al., 2010)

Par ailleurs, l'effet bactériostatique dépend decdamcentration de I'extrait utilisé.
D’apreés la littérature, on peut considérer qu’utrak posséde une action bactériostatique, si
son diametre d’inhibition est supérieur a 10 nfAassan et al., 2006) On peut donc
considérer que notre extrait méthanol/acide formiguésente une action bactériostatique
contrairement aux autres extraits. Cela peut sigupt par le fait que I'extrait méthanol/acide
formique est plus riche en polyphénols, réputésr geurs activités anti-microbiennes
(Havsteen, 2002)

L’étude de I'activité anti-microbienne déhromolaenaodoratg appartenant a la
famille des Astéracées, a montré que les extraitsette plante ont une activité marquée sur
S. aureuset E. coli et une action moins marquée €iiralbicans La méme étude rapporte
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eégalement que les extraits des feuillesTdielax procumbensappartenant aux Astéracées
également, ont inhib&. aureusa prés de 98% df. coli a prés de 70%. Son activité sur
Candida albicansest moyenn¢Agban et al., 2013) D’autres auteurs, a partir des extraits
méthanolique et a l'acétate d’éthyle de feuillesTd®rocumbensécoltés en Inde, ont aussi
montré une activité anti-microbienne significatsuer S. aureusk. coli et d’autres bactéries
commeK. pneumoniagSalmonella tiphyet B. cereus(Bharathi et al., 2012) Pai et al.,
(2011) ont montré aussi que la plupart des bactériescsadiinfections nosocomiales sont
sensibles a l'activité inhibitrice des extraits agu et éthanolique d€. procumbensirobi,
(1997) a montré que les extraits éthanoliques des ésalegacines d€. odorataont une
activité anti-bactérienne trés élevée SuaureussurE. coli, Pseudomonasp, Streptococcus
faecalis Klebsiella sp Bacillus stearothermophilugt Bacillus thuringiensis Toutes ces
études confirment que les plantes de la famille Alg®racées ont un bon potentiel anti-

microbien.

De plus, le fait que tous les extraits testés antire effet inhibiteur suA. niger, avec
des diamétres d’inhibitions importants, suggere mpiee plante serait plus efficace comme
anti-fongique que anti-bactérien. Ceci pourraie &u a la présence des cétones, comme l'a
démontré l'analyse spectroscopique IR, réputés peurs activités antifongiques et
parasitaireqLeray, 2010) L’évaluation de l'activité anti-fongique des eaits aqueux des
feuilles deC. odorata ont montré une inhibitiom vitro de la croissance déryptococcus
neoformansMicrosporum gypseunirichophyton mentagrophytext Trichophyton rubrum
En outre, I'évaluation de l'activité anti-fongiquArtemisia mesatlanticaa montré une
activité inhibitrice contréAspergillus niger et Penicillium expansumenant ainsi alimenter
notre hypothése concerndatcaractére anti-fongiquetd. echioide§Ngono Ngane, 2006 ;
Bencheqgrounet al.,2012)

Nos résultats sont en accord avec ceuklddassanyet al., (2004) qui ont montrés
un pouvoir anti-microbien conti®. cereus, E. coket E. feacalisa partir d’extrait de la plante
Anivillea radiatade la famille des Astéracées, et ceuxTdébi, (2005) réalisés sur la plante

Artemisia campestrigppartenant a la méme famille botanique.
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Antibiotique
Extrait
DMSO Meéthanol+eau
distillée
Extrait d’ Acétate
d’Ethyle
Extrait
Ethanolique

Extrait de Méthanol

+Acide formique

Figure 17 : Inhibition de la croissancde Staphylococcus aurees présece des quatre

Extrait
Méthanol+Acide
formique

Extrait

Méthanol+eau
distillée

Antibiotique

DMSO (Témoin
négatift)

extraits apre24heures d’'incubation a 37°C.

Extrait Ethanolique

Extrait d’ Acétate
d’Ethyle

Extrait Méthanol
+Acide formique

Figure 18 :Inhibition de la croissancdeBacillus cereugn présence des quatre extr

apres 24 heures d’'incubation a 3’
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Extrait
Méthanolt+Acide
formique

Méthanol+eau
distillée

Antibiotique

DMSO (Témoin
négatif)

Extrait
Ethanolique

Extrait
d’ Acétate
d’Ethyle

Extrait
Meéthanol+Acide
formique

Figure 19 :Inhibition de la croissancd’Escherichia colien présence des quatre extr

Extrait
Méthanol+
eau distillée

Extrait
d’Acétate
d’Ethyle

DMSO
(Témoin
négatif)

apres 24 heures d’'incubation & 3’

Extrait
Ethanolique

Extrait
Méthanol+
Acide
formique

Antibiotique

Figure 20 :Inhibition de la croissancdeKlebsiella pneumonia@392 etKlebsiella

pneumoniag¢1315) en présence des quatre extraits apres 24 heunesiloiition a 37°(

1.2. La concentraton minimale inhibitrice (CMI)

D’apres lesrigures 21, 22, 23, 24, Z et 26représentant legsultats de la CMI sur

gamme de dilutions, orbserve un troubldans toutes les différentdgutions, ce qui tradc
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la croissance des souches bactériennes. Par cantreiveau de la solution meére, aucun
trouble n'a été observé.

Ces résultats montrent clairement que I'extratld partie aérienne de la plante
Helminthotheca echioidesie peut pas étre utilisé a I'état dilué. Cependéentrait
méthanol/acide formique, exerce un effet bactéatmpie sur les souches bactériennes

Pseudomonas aerugingsataphylococcus aureugscherichia coli, Klebsiella pneumone

Enterococcus feacalis.

Figure 22Résultat de la CMI chePseudomonas aeruginosa.
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Figure 25 : Résultat de la CMI cheklebsiella pneumoniae

53



Chapitre |l Résultats et discussion

Figure 26 : Résultat de la CMI cheglebsiella pneumoniae
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Conclusion et perspectives

Le présent travail est consacré a la déterminat®ra composition chimique et des
propriétés anti-bactériennes et anti-fongiquespoghénols, extraits de la picris fausse vipérine,
Helminthotheca echioidegécoltée dans la région de Maatkas en Mars 2018.

Le screening phytochimique a montré la présenamétabolites secondaires tels que les
flavonoides, les tanins, les tanins galliques,glesosides, les stéroides, les coumarines et les
anthocyanes. De plus, les résultats obtenus déesétede, montrent que I'extrait de polyphénol
méthanol/acide formique de la partie aériennd. déchioides présentein vitro, une activité
inhibitrice importante sur sept souches bactérergtedeux champignons testés. La présence
majeure des composeés phénoliques seraient arteritg I'activité anti-microbienne de cette plante.
Dailleurs, ces composés sont bien connus pours lquopriétés anti-microbiennes. Les
performances anti-bactériennes et anti-fongiquegsren évidence, méritent d’étre approfondies,
afin d’envisager des perspectives d’applicatiocetee plante comme agent de bioconservation ou
tout simplement en thérapeutique. Par ailleurschesse de notre plante en polyphénols, suggére
gue cette derniére pourrait également avoir dasitést anti-oxydantes, qu'il serait intéressant
d’exploiter.

En outre, cette étude ne fait que confirmer, quiaraille des Astéracées, constitue une
ressource inestimable pour l'industrie pharmacaati@’autant plus, que ces derniéres années, la
phytothérapie par les plantes riches en polyphéstofsincipalement en flavonoides a connu un
grand regain. De plus, les espéces végétales,sd'gusnde importance pour la santé des

populations, méritent d’étre étudiées scientifigeenpour leur meilleure utilisation.

Notre travail n'est qu’'une étude préliminaire ses innombrables propriétés que peut
renfermer cette plante, et les résultats obtermbleat encourageants. Pour la suite de ce travall,

Nous pouvons envisager quelques perspectives :

Elargir 'étude sur d’autres parties de la pardeies et fleurs) ;
- Extraire les Huiles Essentielles ;

- Tester les extraits de la plante sur d’'autres @suchicrobiennes, particulierement des

souches fongiques ;
- Evaluer l'effet anti-aflatoxinogene des extraits ;

- Evaluer 'activité anti-oxydante de cette plante.
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Liste des annexes

Annexe 1

Tableau 05 :Méthodologie des dilutions de I'étalon (acide igaié).

Dilutions a réaliser V,(mL) Ve (mL) Concentration finale
(mg/L) (mg/mL)

500 (SM) 0,5

450 0,9 0,1 0,45

400 0,8 0,2 0,4

350 0,7 0,3 0,35

300 0,6 0,4 0.3

250 0,5 0,5 0.25

200 0,4 0,6 0.2

150 0,3 0,7 0.15

100 0,2 0,8 0.1

50 0,1 0,9 0.05

0 0 1 0

Les calculs sont réalisés avec la loi suivante :

C]_V]_= C2V2
Avec : G : concentration de la SM (mg/mL) 2 Toncentration de la dilution (mg/mL)
\4 : volume final (1 mL) V,: volume de la SM a diluer (mL)

On calcule par exemple la dilution 450 :
CiVi=CyV, _, 0,5x1=0,45x¥ _, V,=0,45x1/0,5_, ¥=0,9 mL
Ve=Vi-Vo 3 V=109 — M=0,1mL
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DO(A 760NM)

y=D0,0621x+ 2.1715
RT=0.8743

Courbe d’étalonnage linéai
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Annexe 02
Tableau 02: résistance et sensibilité des souchestées

Antibiotique

Enteroccocus feacalis R R S S R R

Klebsiella R R S R R
pneumoniae(1315)

Klebsiella R 5 ) ) R
pneumonaie(4392)

Staphylococcus S
aureus

Pseudomonas S S
aeroginosa

Escherichia coli S

Bacillus cereus S




Résumé :

Les plantes médicinales sont utilisées depuisidaité par les Hommes et sont a la base de la
phytothérapie. Leur efficacité releve de leurs cos@s, trés nombreux et trés variés en fonction des
espéces, qui renferment des principes actifs @ifitér

Ce travail s'inscrit dans le cadre de la valorisatt de la caractérisation de la partie aériemria d
plante Helminthotheca echioidesine plante médicinale de la famille des Astéracatisée dans la
médecine traditionnelle dans la région de Kabytieur cela, la composition phytochimique et le pauvo
anti-microbien de cette plante, ont été étudiés.

Le screening phytochimique a montré que la plantdiée est trés riche en métabolites secondaires
tels que les flavonoides, les tanins, les tanifigjgas, les coumarines, les glucosides, les stésoét les
anthocyanes. Les analyses spectroscopiques inflggoant également montré la présence de deux
principaux groupements fonctionnels dans cette tpJates phénols et les cétones. La teneur en
polyphénols totaux est de 14.14mg/mL, de 6.7 mgéinde 1.26 mg/mL, dans les extraits méthanoliques,
éthanoliques et d'acétate d'éthyle. respectivement.

Cette étude a montré également dde echioidespossede une activité antibactérienne et
antifongique. L'extrait méthanol/acide formique gixe la plus grande activité inhibitrice sur toete
souches testées tels gHaterococcus feacalis, Klebsiella pneumoniae, Esdhi@ coli, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus cereuwst Staphylococcus aureuayec un diamétre d'inhibition de 20 mm, de 17
mm, de 16 mm, de 15 mm et de 14 mm, respectiverhestrésultats de I'aromatogramme ont aussi
montré, que cette plante peut étre utilisée commiéoagique, avec des zones d'inhibition de 12 mm
pourCandida albican®t de 66 mm pouispergillus niger.

Ce travail constitue une étude préliminaire quinpetrde mettre en évidence l'intérét de l'utiligatio
de cette plante en phytothérapie. De plus, ellemptra de mettre en lumiére les innombrables bisnfa
de cette plante dont les propriétés ont longtertdsaus-estimées.

Mots clés : Helminthotheca echioidesistéracées, métabolites secondaires, polyphénoisgring
phytochimique, activité antimicrobienne.

Summary:

Medicinal plants have been used since ancient thyeaven and are the basis of herbal medicine.
Their effectiveness depends on their compoundsg, memerous and varied according to the species,
which contain different active ingredients.

This work is part of the valorization and charaiztgion of the aerial part of the plant
Helminthotheca echioides, a medicinal plant offdraily Asteraceae, used in traditional medicingéhia
region of Kabylie. For that, the phytochemical casiton and the antimicrobial power of this plant,
were studied.

Phytochemical screening showed that the plant etuidi very rich in secondary metabolites such
as flavonoids, tannins, gallic tannins, coumariggjcosides, steroids and anthocyanins. Infrared
spectroscopic analyzes also showed the preserte@ ahain functional groups in this plant, phenaisl a
ketones. The total polyphenol content is 14.14 mmd./ 6.7 mg / mL and 1.26 mg / mL in the methanolic
ethanolic and ethyl acetate extracts respectively.

This study also showed that H. echioides has astébal and antifungal activity. The methanol /
formic acid extract has the greatest inhibitoryivétgt on all tested strains such as Enterococcasdks,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudoma@®uginosa, Bacillus cereus and Staphylococcus
aureus, with a 20 mm inhibition diameter, 17 mm,ni®, 15 mm and 14 mm, respectively. The results
of the aromatogram also showed that this plantogansed as antifungal, with inhibition zones ofnira
for Candida albicans and 66 mm for Aspergillus nige

This work constitutes a preliminary study which mskt possible to highlight the interest of the
use of this plant in herbal medicine. In additignyill highlight the innumerable benefits of thant
whose properties have long been underestimated.

Key words: Helminthotheca echioide#\steraceae, secondary metabolites, polyphenbigpphemical
screening, antimicrobial activity.



