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Résume

Ce travail a été réalis¢ dans le cadre d’une étude scientifique qui vise ’extraction,
I’analyse chimique et le test de I’activité biologique des composés phytochimiques a partir
de I’espéce Eryngium ilicifolium Lam. qui appartient a la famille des Apiaceae. Deux
procédés d’extraction ont été employés pour avoir quatre types d’extraits, I’un a donné un
extrait méthanolique (EM), et I’autre a donné trois extraits de polarité croissante : 1’extrait
de I’éther de pétrole (EP), I’extrait d’acétate d’éthyle (EA) et I’extrait du n-butanol (EB).

Les rendements des extractions ont varié entre 1.36% et 9.9%.

Les tests phytochimiques préliminaires ainsi que le dosage des métabolites secondaires
dans les extraits de la plante ont montrés la présence de plusieurs groupes de métabolites
secondaires avec des teneurs variées: les composés phénoliques (flavonoides, tanins

condensés), saponines et huiles essentielles.

L’évaluation du pouvoir antioxydant par le test du DPPH a révélé une activité des
extraits en comparaison avec les antioxydants de référence. Le test de l’activité
antimicrobienne montre que les extraits ayant une action plus ou moins faibles contre les
bactéries avec une absence d’effet sur la levure tandis que pour les moisissures les extraits

ont montré une bonne activité.

Mots clés: Eryngium ilicifolium, métabolites secondaires, analyse chimique, activité

biologique.



Abstract

This work was conducted as part of a scientific study that aims extraction, chemical
analysis and testing biological activity of phytochemical compounds from the species
Eryngium ilicifolium Lam. which belongs to the family of Apiaceae. Two extraction
procedures were used for four types of samples, one gave a methanol extract (EM), and the
other gave three samples of increasing polarity: petroleum ether extract (EP), ethyl acetate
extract (EA) and n-butanol extract (EB). Extraction yields ranged between 1.36% and
9.9%.

Preliminary phytochemical tests and the determination of secondary metabolites in plant
extracts have shown the presence of several groups of secondary metabolites with various

levels: phenolic compounds (flavonoids, condensed tannins), saponins and essential oils.

The Evaluation of antioxidant activity by the DPPH test revealed that the extracts are
very active by comparison with the reference antioxidants. The antimicrobial activity test
showed that the extracts having more or less weak action against bacteria with an absence

of effect on the yeast while the extracts showed good activity against molds.

Key words: Eryngium ilicifolium, secondary metabolites, chemical analysis, biological

activities.
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Introduction

Les plantes médicinales ont formé la base des soins de santé dans le monde depuis
des milliers d'années, encore largement utilisées, et continueront de fournir I'humanité
avec de nouveaux remedes (Ahmad et al., 2006 ; Gurib-Fakim, 2006). La plupart des
especes végetales qui poussent dans le monde entier possédent des vertus thérapeutiques,
car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur I'organisme  (lIserin,
2001).

Environ 25% des médicaments prescrits dans le monde proviennent de plantes, parmi
les 252 médicaments considérés comme fondamentaux et essentiels par I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS), 11% sont exclusivement d'origine végétale (Rates, 2001),
selon la méme organisation, plus de 80% des populations africaines ont recours a la
médecine et a la pharmacopée traditionnelle pour faire face aux problémes de santé. Le
continent africain regorge de plantes medicinales tres diversifiées ; en effet, sur les 300.000
especes végétales recensées sur la planete plus de 200.000 espéces vivent dans les pays

tropicaux d’Afrique et ont des vertus médicinales (salhi, 2010).

Les médications traditionnelles et l'utilisation des plantes en médecine empirique ont
souvent été a l'origine de recherches scientifiques de haut niveau. Dans la plupart des cas,
ces recherches aboutissent a la découverte de substances originales présentant un intérét
thérapeutique considérable, la plupart de ces substances sont des métabolites secondaires,
ces derniers normalement synthétisés par les plantes comme un mécanisme de défense
contre les agents biologiques : microorganismes, insectes et herbivores ou bien de
protection contre les agents physiques (exemple : rayonnements ultras violet) (Zhiri et
Baudoux , 2005 ; Macheix et al., 2006 ; Negi, 2014).

C’est ainsi que dans le cadre de la recherche de I’activité biologique des plantes, ce
travail a été réalisé, en se basant sur le test du pouvoir antimicrobien face aux especes
biologiques pathogeénes, et le test du pouvoir antioxydant face a une espece chimique
oxygénée réactive, avec la prise en considération dans le choix de 1’espéce végétale le

nombre d’études réalisé dans ce sens.

L’espéce choisie pour 1’étude est Eryngium ilicifolium Lam. cette derniére appartient a
la famille des Apiaceae, et au genre Eryngium, selon Wang et al. (2012) ce genre comporte
250 especes réparties en Europe, Afriqgue du Nord, Amérique du sud et en Australie.




Introduction

Jusqu’aujourd’hui il y a seulement 23 espéces qui ont €t€ plus au moins étudiées
phytochimiquement avec un isolement d’au moins 127 composés, qui représentent
essentiellement : les composés phénoliques y compris des flavonoides, des coumarines et
les saponines triterpéniques, les stéroides...etc ; sachant que la seule étude sur cette espéce
était faite par Warda et al. (2009) au Maroc, mais en Algérie, parmi les derniéres études
qui ont été faites sur Eryngium sont celles de Kholkhal et al. (2012) et Khalfallah et al.
(2014).

Notre étude est divisée en deux grandes parties suivant 1’objectif planifié ci-dessus :

Partie théorique : sous forme d’une synthése bibliographique regroupant des généralités
sur la phytothérapie, les principaux groupes du métabolisme végétal et finalement une

petite recherche sur I’activité biologique des extraits végétaux a partir des plantes.

Partie expérimentale : c’est le bilan des expériences réalisées au laboratoire afin
d’explorer les activités biologique des extraits de la plante Eryngium ilicifolium, suivant les

étapes citées ci-dessous :

» Une analyse qualitative et quantitative des métabolites secondaires dans les
extraits de la plante.

» Extraction des principes actifs par I’emploi de deux techniques d’extraction pour
I’obtention de quatre extraits dans le but de comparer les activités biologiques de
ces derniers.

» Un test de l’activité antioxydante par la méthode du piégeage du radical libre
DPPH.

» Un test de ’activité antimicrobienne par trois méthodes : diffusion sur gélose et
contact direct en milieu liquide pour dix souches bactériennes (Gram positif et
négatif) et une levure, la troisieme méthode est celle du contact direct en milieu
solide pour tester I’activité antifongique des extraits de la plante contre deux

souches phytopathogénes.

» A la fin, nous terminerons par une conclusion avec perspectives, dont on souhaite

continuer cette recherche dans plusieurs domaines de la biologie.
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Chapitre 1

Les plantes médicinales
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L’Homme s’est toujours intéressé aux plantes, qui ont constitué pour lui une source de
nourriture (plantes comestibles ou poisons pour la chasse), voir un moyen de guérir ses
maladies (plantes médicinales) (Wichtl et Anton, 1999). Les plantes médicinales sont des
drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétés médicamenteuse
(Farnsworth et al., 1986). En 1991 Fellows a donné une citation pour 1’appellation plante
médicinale : « Lorsque le terme médicinal est appliqué a une plante, il indique qu’elle
contient une substance qui module la physiologie des mammiféres malades, et qu'elle a été

utilisé par I'nomme a cette fin » (Lewington, 1993).

Il est estimé qu'il existe 250 000 a 500 000 especes de plantes sur Terre. Un pourcentage
relativement faible (1 & 10%) de ceux-ci est utilisé comme aliments par les humains et les
autres espéces animales (Cowan, 1990), et seulement une petite proportion qui a été
étudiée d'un point de vue phytochimique et pharmacologiques (Hostettmann, 1999 ;
Gurib-Fakim, 2006).

Selon Reguieg (2011), I’ Algérie, grace a ses différentes zones bioclimatiques (humide,
sub-humide, semi-aride, aride ou désertique) avec hivers froids, humides, doux et secs; et
sa situation géographique, occupe une place privilégiée pour l'exploitation, culture,
production et exportation de plantes médicinales trés divers dans leur état brut ou
transformé. Le méme auteur a cité deux principaux groupes de plantes médicinales

utilisées en Algérie,

Groupe 1: Avec tres peu d'especes sauvages, trés peu exigeant et poussent de plus en
plus dans des sols trés diversifiée et régions climatiques allant de la zone sub-humide pas
loin de la cote méditerranéenne (moutarde, camomille, lavande) au zones arides et semi

arides de I’extréme sud avec un climat chaud et sec (armoise).

Groupe 2: Ce groupe comprend des especes exigeantes principalement de I'eau et de
I'engrais (de menthe, verveine, romarin).
1.1.1. La phytothérapie

Goetz (2013) définit La phytothérapie comme étant le traitement par des plantes dont
une ou plusieurs parties contiennent des substances agissant sur une ou plusieurs

pathologies ou sur un ou plusieurs symptomes.

Hammiche et al. (2013) a cité que la phytothérapie peut s'agir de :
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> traitement traditionnel relevant d'une pratiqgue empirique ancestrale, tres
présente dans les pays en voie de développement et sans assise scientifique

conventionnelle.

> ou également, de I'emploi d'extraits actifs identifiés et standardisés, souvent,
soumis a une autorisation de mise sur le marché sous la désignation de

phytomédicaments.

N'oublions pas que de tout temps, a I'exception de ces cent derniéres années, les
hommes n'ont eu que les plantes pour se soigner (guérir des maladies bénignes, rhume ou
toux, ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria) et pour cela, des centres de
formation ont été créé en phytothérapie (dans des universités ou dans des institutions

privées) par des médecins et des professeurs dynamiques (Iserin, 2001).
1.1.2. La Pharmacognosie

La pharmacognosie a été inventée par la fusion de deux mots grecs Pharmakon (drogue
ou médicament) et Gnos (connaissance), c’est une discipline fondée sur la connaissance
scientifique des matiéres premicres et des substances naturelles de 1’environnement qui ont
été sélectionnées au cours des siécles pour la thérapeutique ou qui ont fait leur preuves
cliniques dans la médecine actuelle (Wichtl et Anton, 1999 ; kar, 2007).

Cette science est fortement liée a la botanique et a la chimie des plantes, en effet, ces
deux disciplines sont 1’origine des derniéres études sur les plantes médicinales
(Evans et al., 2002).

1.1.3. L'ethnobotanique

C'est I'américain J. W. Harshberger qui fut le premier chercheur a proposer, en 1895, le
terme "ethnobotany" pour désigner I'étude des plantes utilisées par les populations
autochtones (Bellakhdar, 2008).

I.1.4. L’ Aromathérapie

Le terme s’applique a l'utilisation d'essences naturelles extraites naturellement de

plantes aromatiques dans le traitement d'un large spectre de maladies et comme un moyen
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pour équilibrer et promouvoir la santé du corps et de I'esprit (Evans et al., 2002 ; Emerson,

2004).

1.1.5. Usage des plantes médicinales

1.1.5.1. Récolte et conservation des plantes

Selon Baba Aissa (1999) et Nogaret-Ehrhart (2003), 1’efficacité de la plante dépend
nécessairement de sa récolte et de sa conservation.

Concernant la récolte, plusieurs éléments interviennent : 1’age de la plante, 1’époque de

I’année, et les parties de la plante a récolter (Tableau 1).

Tableau 1 : Récolte et conservation de différentes parties du vegétal.

(Baba Aissa, 1999 ; Nogaret-Ehrhart, 2003)

Plantes herbacées

Les feuilles récoltées avant
1’épanouissement
des fleurs

Sous forme de petits bouquets,
séchage a I’abri de la lumiére,
endroit aéré.

Feuilles

Jeunes pousses riches en
principes actifs

séchage a I’abri de la lumicére,
dans un endroit aéré

Fleurs

Période de floraison

Nettoyage et séchage a I’abri
de la lumiére, dans un endroit
aéré

Racines et rhizomes

En dehors de la période de
végétation

Apres étre lavés, decoupés sont
séchés a I’air sec ou au four

Graines

Avant de tomber sur le sol

Séchage

Ecorce ou bois

Récupérés sur des branches
coupeées des arbres ou des
robustes

Séchage au soleil ou a I’étuve

Suc ou gel

Recueillies sur des tiges ou
feuilles charnus

Conservés dans des récipients

1 : se fait dans des sacs en papier ou dans des bocaux.

1.1.5.2. Préparation des plantes médicinales

En phytothérapie, il y a plusieurs modes de préparation des plantes, selon I'usage que
I'on veut en faire (Morigane, 2007).
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s L'Infusion
Elle est obtenue en plongeant une plante pendant une durée de 5 a 15 minutes (selon la

plante) dans de I'eau bouillante dans un récipient couvert, ce procédé s'applique aux
feuilles, aux fleurs, aux fruits tendres et aux parties aériennes ainsi qu'a certaines parties
corticales et aux racines fragmentées (Nogaret-Ehrhart, 2003 ; Morigane, 2007 ;
Chabrier, 2010 ; Uperty et al., 2012).

%+ La Décoction
Les parties de plantes sont bouillies dans I'eau pendant plusieurs minutes et I'extrait est

utilisé, plus d'une espéce de plante peuvent étre utilisés en mélange. (Uperty et al., 2012).

% La Macération
La maceération consiste a faire tremper les plantes dans un solvant (eau, vin, alcool ou

huile a température ambiante pendant une durée de 30 minutes a 48 heures, cette méthode
permet une extraction douce des principes actifs, surtout lorsqu’ils sont thermolabiles il
suffit de filtrer le mélange a travers un filtre papier, ou du coton hydrophile non tissé, le
produit obtenu est le macérat (Nogaret-Ehrhart, 2003 ; Morigane, 2007 ; Chabrier, 2010).

% Les Extraits
C’est I’extraction d’une grande partie des principes actifs ou ’épuisement (Cazau-

Beyret, 2013). 1l existe différents types d'extraits :

» L'extrait fluide s'obtient en plongeant une plante dans une masse d'eau ou d'alcool
égale a plusieurs fois la masse de plantes, puis en laissant s'évaporer jusqu'a ce que
le poids du liquide soit égal a celui de la masse de plante initiale.

» L'extrait mou, est basé sur le méme principe, sauf que l'on pousse I'évaporation

jusgu'a ce que le produit ait la consistance du miel.

¢ PAlcoolature et teinture
La teinture officinale est une macération a froid de plantes seéches dans de 1’alcool

suivie d’une filtration. L’alcoolature et la teinture mere sont des macérations alcooliques

de plantes fraiches (Cazau-Beyret, 2013).




I Synthése bibliographique

¢ L'Huile et I'Huile Essentielle
A température douce (voire tiede) et pendant 3 semaines, la moitié d'un bocal rempli de

plantes fraiches ou séches ou de racines broyées est macérée, dans de I'huile remplissant le
reste du bocal (Morigane, 2007).

La majorité des huiles essentielles sont obtenues par distillation par entrainement a la

vapeur d’eau sous basse pression (Zhiri et Baudoux, 2005).

% Le Cataplasme
Le cataplasme s'obtient en broyant la plante fraiche, et en I'appliquant ensuite sur la

zone a traiter (Nogaret-Ehrhart, 2003 ; Morgane, 2007).
1.1.5.3. Action des plantes médicinales

L'action des plantes sur l'organisme dépend de la composition des plantes, on
considere les plantes et leurs effets en fonction de leurs principes actifs (Tableau 2)
(1: Baba Aissa, 1999 ; Wichtl et Anton, 1999 ; Isern, 2001 ; 2004 <is).

Tableau 2 : Quelques exemples des plantes médicinales et leurs effets’.

Ricin
La Peau Ricinus communis Alcaloides, huiles et acides.
Meélisse
Melissa officinalis
Systéme nerveux Huiles essentielles

Menthe poivrée
Mentha piperita

Eucalyptus
Systéme respiratoire Eucalypti folium Huiles essentielles, tannins
La sauge
La circulation et le cceur Salvia officinalis Composés phénoliques, tannins

et huiles essentielles

Réglisse officinale

L’appareil digestif Glycyrrhiza glabra Saponines, flavonoides.
Jasmin sauvage
Systéme musculaire Celsemium sempervirens Alcaloides, tannins et
coumarines.
Pin maritime
Systéme urinaire Pinus maritima Huile essentielle, glucosides.
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1.1.6. La famille des Apiacées

Selon Judd et al. (2002), cette famille regroupe des plantes herbacées a lianes,
buissons ou arbres, aromatique ; tiges a entre- nceuds souvent creux ; a canaux sécréteurs
contenant des huiles essentielles et des résines, des saponines triterpéniques, des

coumarines, des polyacétylénes falcarinone, des monotérpénes et des sesquitérpenes.

Les principaux genres de cette famille sont : Schefflera (600 spp.), Eryngium (230),
Polycias (200)... avec un nombre de 460 genres divisés en 4250 espéces, la quasi-totalité
de ces derni¢res sont cosmopolites, diversifiées depuis les régions tropicales jusqu’aux
régions tempérées ainsi que de nombreuses plantes alimentaires et aromatiques
appartiennent aux apiacées : Ancthum (I’aneth), Apium (le céleri), Carum (le carvi),
Cuminum (le cumin), Daucus (la carotte), Foeniculum (le fenouil), Petroselinum (le persil)
(Dupont et Guignard., 2012).

Le genre Eryngium, dérivé d'un mot grec, le nom générique est di aux propriétés des
racines de cette plante, qui, faisant « éructer », avaient la réputation de faciliter la digestion
(Beniston et Beniston, 1984). Selon Calvino et al. (2008) ¢’ est le plus grand genre et sans

doute le plus complexe sur le plan taxonomique de la famille Apiaceae.

En Algérie Quezel et Santa (1963) limitent le nombre du genre Eryngium en 55 genres

et 130 espéces dans la flore Algérie.

I.1.6.1. L’espéce Eryngium ilicifolium

«» Description botanique

C’est une espece annuelle a tiges ramifiées. Les feuilles sont épaisses et épineuses, et
sont de la base larges et moins épineuses que celles des tiges. Le dessous des feuilles
comporte des nervures saillantes. Les fleurs sans tige sont regroupées en ombelles

terminales trés denses, elles sont en partie cachées par les feuilles (Ozenda, 1991).

«» Répartition géographigue

Espéce trouvée en d'autres régions d'Algérie et du Maghreb, E. ilicifolium Lam., a aire
de repartition ibéro-maurétanienne, présente en Espagne, en Algérie, au Maroc et en
Maurétanie. En Algérie, souvent dénommée keffeldib; au Maroc: zerriga, ou slka serga —

pour son aspect épineux et bleuté, en été, lorsqu'elle est séche- (Bellakhdar, 1997).
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Panicaut en frangais, en Algérie, elle est tres commune dans la zone littorale, les plaines
littorales et I'Atlas tellien de I'Oranais, ainsi que dans les Hauts Plateaux, assez rare dans le
nord du Sahara et rare ailleurs. Elle pousse surtout dans les steppes et les paturages
désertiques (Quezel et Santa, 1963 ; Ait Youcef, 2006).

Dans son étude sur les groupements vegétaux de Bousaada, Kaabeche (1990) signale
que E.ilicifolium appartient a un groupe lié & un taux d’argile moins important compris
entre 10 et 20 % , limon fin entre 10 et 30 % , limon grossier 08 et 20 %, sable fin entre 30

et 40 % , un sol peu important de 5 a 10 cm de profondeur.

¢ Classification de I’espéce (Dupont et Guignard, 2012).

o Regne : plantae.

o Sous régne : Tracheobionta.

o Division : Magnoliophyta.

o Classe : Magnoliopsida.

o Ordre : Apiales.

o Famille : Apiaceae.

o Genre : Eryngium.

o Espéce : Eryngium ilicifolium. Lam.
Nom commun arabe : keffeldib <4/ <és (Bellakhdar, 1997).

«» Usage de la plante

L’espéce est utilisée en médecine traditionnelle sous forme de décoction pour le
traitement des désordres digestifs, gastrites, le refroidissement, aphrodisiaque ; comme
cataplasme pour le froid et rhume, arthrite rhumatoide ; gargarisme dans le cas de
pharyngite et laryngite (EI-Rhaffari et Zaid, 2002). La racine de E. ilicifolium Lam. est
employée au Sahara occidental, en usage interne, soit réduite en poudre, soit sous forme de
décocté, comme diurétique et dépuratif, émmenagogue et comme spermatogéne
(Ait Youcef, 2006).
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Chapitre 2

Produits du métabolisme végeétal
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Selon Croteau (2000), les plantes produisent un assortiment vaste et diversifié de
composés organiques, qui sont indispensables a la croissance et au développement du
végetal (métabolites primaires) ou autres (métabolites secondaires) ayant un réle spécifique

pour chague plante

1.2.1. Métabolisme primaire

Les métabolites primaires, tel que les phyto-stérols, les lipides d'acyle, des nucléotides,
des acides aminés et des acides organiques, sont trouvés dans toutes les plantes et jouent
des r6les métaboliques qui sont essentielles et habituellement évident pour la croissance et
le développement du végétal (Croteau, 2000).

Suivant Brielmann et al. (2006) et Bruneton (2009), nous citons :

A. Glucides
Ils existent dans les plantes sous plusieurs formes :

De stock : Amidon.
Utilisés : saccharose.
Polymériseés : cellulose.
Apres combinaison, ils forment les glucosides (groupes
fondamentaux des autres produits naturels : phénols, terpénes et alcaloides).
B. Lipides
Ce sont des esters d’acide gras et d’alcool ou d’autres polyols, ils jouent un réle
fondamental dans les organismes végétaux, on distingue :

ASRNENEN

v Lipides simples.
v Lipides complexes : phospholipides et glycolipides.
C. Protéines et acides aminés

Les acides aminés sont les unités de base de la structure des protéines, ces derniéres qui
jouent un rdle structural et fonctionnel (enzymes) trés important dans 1’organisme vivant

ainsi qu’ils donnent naissance a une large variété de métabolites secondaires.

1.2.2. Métabolisme secondaire

Selon Croteau (2000) et Judd et al. (2002), sont des molécules qui ne semblent pas
participer directement a la croissance et au développement du végétal et souvent
différemment répartis d’une fagon limitée entre les groupes taxonomiques dans le régne

végétal. Leurs fonctions, dont beaucoup restent inconnus, c’est qu’elles interviennent
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dans la défense contre les prédateurs et les pathogénes ou pour attirer les agents chargés de

la pollinisation ou de la dissémination des fruits.

On sait maintenant que les métabolites secondaires sont importants pour la survie et la
propagation des plantes qui les produisent, ils sont produits dans une partie de la plante,
stockés dans une autre et a des différents stades particuliers de développement
(Raven et al., 2007).

Nous citons ici les grands groupes de meétabolites secondaires qui sont largement

étudiés, et qui ont aussi un intérét biologique.

A. Les composés phénoliques

Tous les végétaux contiennent des composés phénoliques mais, comme c¢’est le cas pour
la plupart des substances naturelles qualifiées de métabolites secondaires, leur répartition
qualitative et quantitative est inégale selon les espéces, les organes, les tissus et les stades

physiologiques (Macheix et al., 2005 ; Macheix et al., 2006).

CH

Figure 1 : Structure de base des composés phénoliques (Macheix et al., 2006).

L’¢élément fondamental de la structure de ces composés qui les caractérisent, c’est la
présence d’un noyau benzénique, auquel sont liés un ou plusieurs groupements hydroxyles
(Figure 1), libres ou lies encore avec une autre fonction: éther, ester, hétéroside
(Vermerris, 2006 ; Bruneton, 2009).

Les composés phénoliques sont un large groupe de composés chimiques de structure
diverse, ce qui explique I’existence de plusieurs modes de classification (Vermerris, 2006),
I’une de ces classification est celle de Harborne et Simmonds (1964) ; Macheix et al. (2006)
en se basant sur le nombre d’atomes de carbone dans le squelette de base, parmi ces classes

nous avons .
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o Les phénols simples (Cg)
o Les coumarines (Cs-Cs)
o Les flavonoides (Flavonols, Anthocyanes, Flavonones) (Cg-C3-Cg)

o Lestannins (Cis)n,

> Role
Macheix et al. (2005) ; Macheix et al. (2006) ont cités plusieurs roles que jouent les

polyphénols dans la physiologie du végétal ou bien dans ses interactions avec

I’environnement, de ce fait ils participent :

v A la rigidification des parois cellulaires des vaisseaux du bois (la lignine). Cela
permet d’une part la conduction de la séve brute a I’intérieur de la plante et d’autre
part la formation d’une structure rigide qui participe au port dressé des végétaux
ligneux.

v" Au maintien de 1’équilibre oxydo-réduction des cellules. Aussi ils sont impliqués
dans certaines réactions d’oxydoréduction qui se déroulent soit dans Ia
mitochondrie au cours de la respiration soit dans le chloroplaste pendant la
photosynthese.

v A lattraction de certains oiseaux et insectes qui sont sensibles a certaines couleurs
produites par des pigments de nature phénolique (anthocyanes, flavonols, pigments
bruns).

v A la protection des végétaux contre le rayonnement solaire parce que tous les
composés phénoliques absorbent les rayonnements UV,

v Aux interactions entre plantes et microorganismes ainsi que la régulation des génes
de nodulation chez les bactéries symbiotiques du genre Rhizobium fait intervenir
des flavonoides.

B. Les huiles essentielles HE
Chaque fois que, aprés avoir écrasé un pétale de fleur, une branchette, ou une

quelconque partie d’une plante, un parfum se dégage, cela signifie qu’une huile essentielle
s’est libérée (Padrini et Lucheroni, 1996). Ce sont des substances organiques aromatiques

liquides qu’on trouve naturellement dans diverses parties des arbres, des plantes, des
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épices, etc. Elles sont trés concentrées, volatiles, non huileuses et sensibles a la

décomposition sous 1’effet de la chaleur (Turgeon, 2001).

Pour la 8éme édition de la pharmacopée francaise (1965), « les huiles essentielles
=essence=huiles volatiles » sont : des produits de composition généralement assez

complexe renfermant les principes volatiles contenus dans les végéetaux (Bruneton, 2009).

Les HE peuvent étre stockées dans tous les organes vegétaux : fleurs (bergamotier,
tubéreuse), mais aussi feuilles (citronnelle, eucalyptus) et bien que cela soit moins
habituel, dans les écorces (cannelier), des bois (bois de rose), des racines (vétiver), des
rhizomes (gingembre), des fruits (anis, badiane), des graines (muscade) (Afssaps, 2008).

Les HE sont des mélanges complexes qui appartiennent, de facon quasi exclusive, a
deux groupes qui sont d’une part : les terpénes les plus volatils, c’est- a- dire ceux dont la
masse moléculaire n’est pas trop élevée ( monoterpénes Cip et sesquiterpenes Cis) , et

d’autre part les composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Bruneton, 2009).

» Roéle
Les HE ayant de multiples fonctions possibles (protection contre les prédateurs de la

plante, attraction des insectes pollinisateurs, inhibition de la multiplication des bactéries
et des champignons). Il est souvent difficile de les préciser pour chaque cas particulier
(Richter, 1993)

L’utilit¢ des HE pour les plantes désertiques, a été rattachée a la conservation d’une
humidité indispensable a la vie des plantes, exposée a des climats désertiques
(Belaiche, 1979).

C. Les alcaloides
Ils constituent I'une des catégories les plus larges de produits naturels, étant synthétisé

pratiquement par tous les organismes vivants (Fattorusso et Taglialatela-Scafati, 2008). Ce
sont des composés a faible poids moléculaire contenant de I'azote et trouvés dans environ

20 % des espéces de plantes (Facchini, 2001).

Des médicaments couramment utilisés aujourd'hui sont a base des alcaloides. Les
exemples communs incluent la caféine, la quinine et la nicotine. Des exemples plus
puissants peuvent inclure la cocaine, la morphine et la strychnine (Brielmann et al., 2006 ;

Fattorusso et Tagalialatela-Scafati, 2008).
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Les alcaloides ont une structure complexe, ils sont des composés basiques dérivés
d'acides aminés qui contiennent un ou plusieurs atomes d'azote hétérocycliques (Bruneton,
2009 ; HarinderMakar, 2007).

> Role
Parmi les fonctions de ces molécules est d’intervenir dans les relations plantes-

prédateurs (protection) mais jusqu'a aujourd’hui, la détermination de la fonction des

alcaloides dans la plante reste incompléte (Bruneton, 2009).

D. Les saponines

Une petite étude bibliographique sur les saponines dans
Brielmann et al. (2006) ; HarinderMakar (2007) ; Bruneton (2009) ; Cheon et al. (2014),
est réesumée dans les paragraphes ci-dessous.

Ce sont des substances largement distribués dans le régne végétal, en général ils ont les
propriétés d’un détergent et ils forment facilement la mousse dans I’eau, beaucoup de
plantes pendant longtemps, ont été utilisé comme savons contiennent les saponines, ainsi

qu’ils sont connus par leur toxicité aux animaux a sang froid.

Les saponines constituent un ensemble des glycosides de haut poids moléculaire
contenant un groupement glycone (sucre: pentoses, hexoses, ou acide uronique) et

aglycone ou génine, et selon la nature de ce dernier ils sont classés en deux groupes :
-Saponines a géninestéroidique
-Saponines a géninetriterpénique

> Role
Des études effectuées sur plusieurs espéces végétales ont montré ’intervention des

saponines dans la résistance de la plante contre les champignons phytopathogenes, les

bactéries et des insectes prédateurs.
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Chapitre 3

Extraction et analyse des produits naturels
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1.3.1. Extraction

Ceske et al. (2006) a signalé que contrairement aux méthodes traditionnelles, Les
méthodes modernes de séparation de produits naturels utilisent des principes de I'extraction
qui sont basées sur la polarité (solubilité relative dans les solvants organiques), la solubilité
dans l'eau, et de différentes solubilités a base des sels et du pH (acidité ou alcalinité
relative).

Vue que I’extraction est un ensemble de techniques trés variés , parfois complexes et
précises qui cible 1’obtention d’un groupe de métabolites bien déterminé, nous avons

préféreé dans cette partie de détailler les techniques d’extraction suivantes :

Extraction par solvants aqueux et organiques

Tiwari (2011) ; Jones et Kinghorn (2012) ; Seidel (2012) ; ont montré que toujours le
principe de I’extraction dépend de la molécule ou métabolite d’intérét, qui est suivant Ses
propriétés physicochimiques qu’on peut choisir le solvant d’extraction.

Pour un choix d’extraction par solvant, la premicre étape est de chercher les propriétés

physicochimiques des molécules d’intérét qui sont:

» Le coefficient de partage dans 1’eau ou le solvant organique.
» La polarité de la molécule.
» Lastabilité de la molécule dans la lumiére.
» Latempérature a employer.
Apres le choix du bon solvant, la deuxieme étape sert a utiliser I’'une des techniques de

laboratoire suivantes pour accomplir le processus d’extraction :

= Macération simple
C’est mettre le matériel végétal dans le solvant, a température choisie avec ou sans

agitation et pendant un temps qui varie suivant le protocole expérimentale
(Jones et Kinghorn, 2010).

= Par Soxhlet
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L’échantillon entre rapidement en contact avec une portion fraiche de solvant, ce qui
aide a déplacer 1’équilibre de transfert vers le solvant. Cette méthode nécessite une longue
durée de contact solvant-matériel végétal, un chauffage et une quantité importante du
solvant (Grigonis, 2005).

= Extraction par ultrasons (sonication)

Ce processus d’extraction utilise le son en trés haute fréquence pour libérer les
composés phytochimigies a partir du matériel végétal, il est caractérisé par sa rapidité et
son efficacité, la méthode d’extraction par sonication est récemment utilisée pour isoler les
huiles essentielles, polysaccharides et autres composés phytochimiques bioactifs (Penchev,
2010 ; Seidel, 2012).

» Extraction assistée par micro-ondes
Elle constitue une alternative des techniques d’extraction traditionnelles au laboratoire,

c’est une technique basée sur 1’application des irradiations sur 1’échantillon végétal avec

des intervalles de temps de refroidissement (Penchev, 2010).

= Extraction par hydrodistillaton
Cette technique est beaucoup plus employée pour I’extraction des huiles essentielles,

basée sur la volatilité de ces derniéres en employant I’eau comme solvant et la séparation a

la fin se fait par différence de densité (Zhiri et Baudoux, 2005 ; Bruneton, 2009).

= Extraction par fluides supercritiques
L’état des fluides supercritique est obtenu lorsqu’une substance est mise sous une

température et pression supérieur ou €gal le point critique, I'intérét de cette technique,
qu’elle a des taux d’extraction élevée et protection des solutés de la dégradation (Grigonis,
2005 ; Penchev, 2010).

1.3.2. Analyse des produits naturels

En effet, les plantes sont de composition complexe, et plus les méthodes analytiques
deviennent fines, plus apparait la présence d’un ensemble de substances diverses, au sein
desquelles peuvent émerger le plus souvent de trés nombreux constituants actifs, eux

méme en mélange (Wichtl et Anton, 1999).
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Nous citons ci-dessous les techniques chromatographiques de séparation et d’extraction
a large spectre d’application.

A. Chromatographie en phase liquide

Selon Holme et Peck (1998), dans cette technique de séparation la phase mobile est
sous forme liquide.

= Chromatographie sur couche mince CCM

Basée sur le principe de séparation par adsorption, Le mélange a séparer est fixé sur un
support (Un gel de silice déposé en couche mince sur une plaque daluminium). Il est
entrainé par un solvant approprié qui migre par capillarité sur la plague (Koolman et
Roehm, 2005). La révélation des taches se fait apres détection (par pulvérisation d'un
réactif caractéristique, par observation a la lumiere UV si la plaque de silice comporte un
indicateur de fluorescence, ou autre) (Holme et Peck, 1998).

= Chromatographie en phase liquide de haute performance ou haute pression
HPLC

Comme son nom I’indique est une amélioration de la qualité de la phase stationnaire en
diminuant des particules de petite taille, ce qui conduit a I’emploi d’une haute pression
pour I’élution. En conséquence le seul moyen d’obtenir un écoulement de la phase mobile

est d’utiliser des systemes de pompes (Holme et Peck, 1998).

La détection peut se faire par plusieurs méthodes spectroscopiques : spectroscopie UV-
Visible, spectroscopie de masse SM et la spectroscopie par résonance magnétique
nucléaire RMN (Anderson et Markham, 2006).

B. Chromatographie en phase gazeuse CPG

La CPG est une technique chromatographique qui est utilisée pour séparer les composés
organiques volatils tels que les huiles essentielles, un chromatographe en phase gazeuse est
constitue d'une phase gazeuse mobile, un orifice d'injection, une colonne de separation
contenant la phase stationnaire, et un détecteur (par exemple : spectroscopie de masse SM)
(Ceske et al., 2006).
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Chapitre 4

Activités biologiques des extraits végétaux
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1.4.1. Activité antioxydante

A. le stress oxydant et radicaux libres

Favier (2003) décrit le stress oxydatif comme étant le non contrdle de la présence

excessive de radicaux oxygenés toxiques par la cellule.

En résumant ce qui est écrit par Goussard (1999); Favier (2003); Greet (2004);
Mengome et al. (2014) : Les espéces chimiques radicalaires présentes normalement dans
I'organisme sont produites par divers mécanismes physiologiques car ils sont utiles pour
I'organisme a dose raisonnable ; mais la production peut devenir excessive ou résulter de
phénomenes toxiques exogenes (ils peuvent endommager les molécules des protéines, des
graisses et de I’ADN) et l'organisme va devoir se protéger de ces exces par différents

systemes enzymatiques antioxydants (glutathione, peroxidase, superoxidedismutase).

B. Les antioxydants de plantes

Suivant Roland (2004), 1l existe deux types d’antioxydants :
— Les antioxydants primaires ou radicalaires ou vrais, qui permettent I’interruption de la
chaine autocatalytique : AH +Re — A+ + RH
La molécule AH est antioxydante si le radical formé A est plus stable.
— Les antioxydants secondaires ou préventifs qui assurent I’inhibition de la production des
radicaux libres. Ce sont des substances décomposant les hydroperoxydes en alcool, des
thiols (glutathion, acides aminés soufrés) ou les disulfures, des protecteurs vis-a-vis des

UV, comme les caroténes.

Les dérives végetaux sont extrémement nombreux a étre utilisés principalement dans le
domaine des supplements et des produits cosmétologiques anti-vieillissement, qu'il s'agisse

de principes extraits de légumes, d'épices, de fruits ou de plantes médicinales. Ils
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appartiennent a de nombreuses familles chimiques, alcaloides, glucosides, dérivés
indoliques, mais celle des polyphénols a donné le plus de molécules. Les plus utilisés sont
la quercétine (flavonoides), le resvératrol, extrait de I'écorce du raisin rouge et la
curcumine, extraite de la racine de Curcuma (Favier, 2003). En plus
Mengome et al. (2014) ont cité que les études ont montré que les antioxydants a partir des
plantes sont parfois plus actifs que ceux obtenus a partir de produits chimiques de

synthese.

1.4.2. Activité antimicrobienne

Les dépenses mondiales sur la recherche de nouveaux agents anti-infectieux (y compris
les vaccins) devraient augmenter de 60% par rapport aux niveaux de dépenses en
1993(Cowan, 1999). La force motrice derriere beaucoup de recherches dans le domaine de
phytochimie est la découverte de nouvelles molécules biologiquement actives pour des

usages médicinaux ou agricoles (Setzer et al., 2006).

A. Les composés phénoliques

L’activité antimicrobienne de polyphénols a été¢ largement étudiée contre un large
spectre de micro-organismes. Parmi les polyphénols, flavane-3-ols, les flavonols, et des
tanins qui ont un large spectre d’activité antimicrobienne plus élevée en comparaison avec
d'autres polyphénols, et du fait que la plupart d'entre eux ayant la capacité d’inhiber les
facteurs de virulence des microorganismes (par exemple, inhibition de la formation de
biofilm, la réduction de I'h6te ligands adhérence, la neutralisation des toxines

bactériennes), et une synergie avec des antibiotiques (Negi, 2014).

Le tableau trois donne quelques exemples des résultats de recherches qui ont été faites
sur les composeés phénoliques (Daglia, 2011).

B. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les
maladies infectieuses d'origine bactérienne, par exemple contre les bactéries
endocanalaires ou au niveau de la microflore vaginale, et d'origine fongique, contre les

dermatophytes, les moisissures allergisantes ou les champignons opportunistes. Elles
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présentent également des propriétés cytotoxiques qui les rapprochent donc des
antiseptiques et désinfectants en tant qu'agents antimicrobiens a large spectre (Lacroix et
Caillet, 2007).

Tableau 3 : Activités antimicrobiennes des composés phénoliques (Tiwari, 2011 ;
Daglia, 2011).

Activité

Vibriocholerae
Antibactérienne Clostridium perfringes
Escherichia coli
Bacillus cereus
Staphylococcus cereus
Flavan-3-ol

Flavonol Antifongique Candida albicans
Microsporum gypseum

Antivirale Adenovirus— Enterovirus —virus
de la grippe.

Antibactérienne Escherichia coli
Tannins condenses Staphylococcus aureus

Antivirale Viurs de la grippe, herpés
simplex virus (HSV)

Staphylococcus aureus -

Acides phénoliques Antibactérienne Listeria.monocytogenes

Esherichia coli — Pseudomonas
aeruginosa

Dans la littérature, les HE les plus étudiées pour leurs propriétés antibactériennes et
antifongiques appartiennent aux Labiatae: Thym, Origan, Sarriette, Lavande, Menthe,
Romarin, Sauge. L'essence de Thym est souvent rapportée comme étant parmi les huiles
essentielles les plus actives, son composé majoritaire, le carvacrol, posséde également une

forte activité antimicrobienne (Lacroix et Caillet, 2007 ; Bruneton, 2009).

C. Les alcaloides

La Berbérine est un représentant important de groupe des alcaloides, Il est
potentiellement efficace contre les trypanosomes. Les alcaloides diterpénoides,
communément isolées a partir de la famille des Ranunculaceae, ils ont souvent des
propriétés antimicrobiennes : la Solamargine, un glycoalcaloide des baies de Solanum
khasianum, et d'autres alcaloides peuvent étre utiles contre l'infection par le VIH (Virus de
I'lmmunodeéficience Humaine) ainsi que les infections intestinales associées aux SIDA

(Syndrome Immuno Déficitaire Acquis) (Cowan, 1999 ; Negi, 2014).
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D. Les saponines
Bruneton (2009) a cité qu’in vitro, ces métabolites secondaires ayant deux activités :

e Contre les champignons phytopathogénes (saponosides de la Luzerne) et
contre Candida ou de dermatophytes ; cette action est due a la réaction des
saponosides avec les stérols membranaires des microorganismes.

e Antivirale.

Cette citation est proche de celle de Cheok et al., (2014), ou ils ont mentionné que les
saponines et face aux résultats d’'une multitude de recherche sur 1’activité biologique de ces

molécules, ayant une activité antifongique, antibactérienne et antivirale.

1.4.2.1. Mode d’action des extraits végétaux

En se référant a la bibliographie (Cowan, 1999 ; Mert-Turk, 2006 ; Karou, 2006 ;
Silva et Fernandes, 2010 ; Tiwari et al., 2011), les extraits végétaux peuvent agir sur la

cellule microbienne par différents modes d’action par exemple :

v Les composés phénoliques : liaison aux adhésines, inactivation des enzymes avec
la privation du substrat, perturbation de la membrane cellulaire, la formation d’un
complexe avec la paroi cellulaire.

v Les huiles essentielles et terpénoides : rupture de la membrane cellulaire par la
déstabilisation de la force motrice des protons, du flux d’électrons et du transport
actif ce qui conduit a la coagulation du contenu cellulaire.

v Les alcaloides : s'intercalent dans la paroi cellulaire et inhibent la synthése de
I’ADN des cellules microbiennes, en causant la lyse cellulaire.

v Les saponines : perte de I’intégrité de la membrane des cellules fongiques.

1.4.3. Généralités sur les souches microbiennes testées

Dans cette partie nous avons essayé de donner un apercu sur chaque souche choisie
d’étre testée, et la virulence que possedent ces souches contre ’Homme, I’animal et le

végétal.
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1.4.3.1. Les bactéries & Gram positif

= Staphylococcus aureus

C’est un pathogeéne opportuniste qui peut causer diverses maladies chez les humains,
allant des affections qui évoluent spontanément vers la guérison a des pathologies
mortelles. Cette bactérie est une des principales causes de toxi-infections alimentaires,
résultant de la consommation d’aliments contaminés par des entérotoxines L’intoxication
alimentaire par les staphylocoques se caractérise par une période d’incubation de courte
durée (1 a 6 heures, en moyenne 3) puis par des symptdbmes variés: nausées,
vomissements, douleurs abdominales, crampes et diarrhée, Les symptdmes disparaissent
habituellement aprés 24 heures. (Guiraud, 1998 ; Kayser et al., 2005). Les infections a
S. aureus sont trés fréquentes et apparaissent sous des aspects cliniques trés variés, elle

peut étre a l'origine d'infections cutanées superficielles ou profondes (Avril et al., 1992).

methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) est la souche la plus connue au
milieu hospitalier a cause de sa résistance a I’antibiotique Methicilline et d’autres types
d’antibiotiques (Batabyal et al., 2012). Les infections dues au MRSA présentent probléme
sérieux pour les cliniciens, car les options thérapeutiques sont limitées et le surdosage des
antibiotiques contribue a une mortalité accrue et augmentation du taux de séjour a I'hopital
(Rybak et al., 2005).

= Bacillus cereus

C’est un bacille mésophile, aéro-anaérobie facultatif, sporulé et les spores sont
thermorésistantes (Avril et al., 1992).

La croissance cellulaire avec un certain nombre dans I’aliment plus la production de
toxines cause une toxi-infection alimentaire chez I’ Homme (Irving et al., 2005).

= Enterococcus faecalis
Elles se présentent sous forme de cocci a Gram positif. La taille de chaque élément est

inférieure a 2 micrometre (Hart et Shears, 1999). Les entérocoques peuvent étre impliqués
dans les infections humaines, et qui présentent une résistance intrinseque a de nombreux
antibiotiques (Klibi et al., 2013).

L’espéce Enterococcus faecalis est associée a des infections urinaires, des infections de

plaie et des endocardites bactériennes (Hart et Shears, 1999).
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1.4.3.2.Les bactéries a Gram négatif

= Escherichia coli
11 s’agit d’une Entérobactérie lactose positif, gazogene, réalisant une fermentation acide

mixte, habituellement mobiles La température optimale est de 37°C ; C’est un hote normal
de l’intestin de I’homme et des animaux. Cette espeéce comme les autres coliformes peut
étre responsable d’intoxication a cause d’un développement abondant. En outre, certains
sérotypes peuvent étre considérés comme pathogénes et provoquent des troubles digestifs
spécifiques (Guiraud, 1998 ; Kaper et al., 2004 ; Singleton, 2005 ; Jafari et al., 2012).

» Pseudomonas aeruginosa
Cette bactérie de la famille pseudomonadaceae, sous forme de bacilles, aérobies,

I’infection par ce germe est surtout chez les immunodéprimés ainsi que la présence de
P. aeruginosa en milieu hospitalier est responsable aux infections nosocomiales avec une
multi résistance aux antibiotiques (Irving et al., 2005).

P. aeruginosa contenant de la pyocyanine, est exceptionnellement 1’agent de
gastroentérites a partir d’aliments contaminés, elle possede aussi au moins six toxines
(entérotoxines, exotoxines A, exoenzyme S, hémolysine, leucocidine et glycolipoprotéine)
(Guiraud, 1998).

= Klebsiella pneumoniae
Lactose positif, immobile, la plus part des souches ayant une capsule et elle est

responsable a 10% des infections nosocomiales (Kayser et al., 2004). Elle est aujourd’hui
surtout reconnue comme responsable d’infections nosocomiales (infections urinaires, intra-
abdominales, infections  de  site  opératoire,  septicémies, pneumonies)
(Kassis-Chikhani, 2012).

= Salmonella typhi
C’est I’agent pathogene de I'homme. Contrairement & d'autres sérotypes de Salmonella

qui provoquent principalement une inflammation intestinale locale et de la diarrhée, la
caractéristique de Salmonella Typhi est d’envahir, du tractus gastro-intestinal la circulation
sanguine, survivent et se reproduisent dans les macrophages, Les salmonelles typhiques
sont estimés a provoquer plus de 200 000 déces par an. La fiévre typhoide est la plus
courante dans les communautés urbaines densément peuplées ou I'eau potable est
contaminée par des matiéres fécales humaines. L'augmentation de la résistance aux

antimicrobiens, risque d'accroitre le taux de létalité (Luby, 2014).
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= Salmonella enteritidis
C’est le seul agent pathogéne humain qui contamine les ceufs réguliérement (Guard-

Petter, 2001), la contamination par cet aliment infecté est di a l’infection aussi de
I’animal, ce germe infecte les tissus ovariens et s’installe dans I’ceuf au cours de son

développements (Seo et al., 2003).

1.4.3.3. La levure
= Candida albicans

Est un champignon (levure), pathogene opportuniste qui existe en tant que commensal
des animaux a sang chaud, y compris les humains. 1l colonise les surfaces muqueuses de la
cavité buccale et vaginale et le tube digestif et est aussi capable de provoquer une variété
d’infections, en fonction de la nature de I'hdte sous-jacent, par conséquent, les infections a
C. albicans (candidose) sont trés peu fréquents chez les individus sains
(Molero et al., 1998 ; Sudbery, 2011). Cependant, chez les patients immunodéprimés, les
infections du flux sanguin provoquent souvent la mort, malgré l'utilisation de thérapie

antifongique (Berman et Sudbery, 2002).

Nasution (2013) montre que cette espéce est la plus fréquente dans le cas des
candidoses orales.

1.4.3.4. Les champignons filamenteux

» Fusarium culmorum
Selon Anne-Laure, 2007 ; Leslie, 2007 ; Hmissi et al.,, 2011, il s’agit d’ un
champignon filamenteux, il est présent dans le sol ou il infecte les cultures de ble,
considéré comme agent causal de la détérioration du pied et racines du blé il est aussi
responsable & la diminution du rendement ainsi que la présence de mycotoxines dans le

produit agricole.

= Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (Foa)

Le champignon Fusarium oxysporum f. sp. albedinis est 1’agent d’un flétrissement
vasculaire du palmier-dattier : Phoenix dactylifera, appelé maladie du Bayoud ; La maladie
est généralement fatale, et les arbres meurent souvent au bout de 6 mois a 2 ans. Les
principaux moyens de transmission sont les spores et le mycélium dans le sol
(Sedra, 1994 ; OEPP, 2003 ; Fernandez, 2006).
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Cette maladie a gagnée toute la palmeraie marocaine puis progressée vers ’est pour
atteindre le sahara occidental et central algérien, et elle a détruit plus de trois million

d’arbre en Algérie (Tantaoui et Boisson, 1991).
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11.1. Matériel biologique
IL.1.1. L’espéce végétale étudiée

Pour mener ce travail, nous avons choisi I’espéce Eryngium ilicifolium, identifiée par M.
Guit Ibrahim, enseignant chercheur a I’université de Djelfa. C’est une espéce spontanée
appartenant a la famille des Apiaceae et qui est présentée dans la figure 2.

Figure 2 : Photos de Eryngium ilicifolium au site de prelévement.

La station dont on a prélevé les échantillons de Eryngium ilicifolium est montré dans la
figure 3, cette région se situe a 13 km du sud-ouest de Bou-saada (Wilaya de M'sila,
Algérie), elle porte les coordonnées suivantes qui sont déterminées a 1’aide d’un systéme

de géolocalisation par satellite (GPS, Garmin®):

» Altitude: 845m
» N35°07'12,9"
» E 004° 05'33,7"

La plante a été récoltée en moi de Mai de Il'année 2013, la région d'EI Hamel
(Figure 3), sur un terrain rocailleux a bioclimat aride, Kaabeche (1990) signale que cette
région est caractérisée par un hiver froid et décembre est le mois le plus froid, en été
Juillet est le mois le plus chaud ; le total annuel de précipitation est de 323.5 mm.

Traitement du matériel végétal

Aprés le prélevement de la plante, le matériel végétal est séché dans un endroit sec,

aéré et a I’abri de la lumiere, a la fin de cette opération, la partie aérienne
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(tiges, feuilles et fleurs) de la plante Eryngium ilicifolium a subi un broyage en poudre

fine qui représente le produit végétal (PV) et sera conservé jusqu’a utilisation.

Figure 3 : Image satellitaire de la région de la récolte du matériel végétal
(Google Maps, 2014).

11.1.2. Souches microbiennes testées

Afin d’évaluer D’activité antimicrobienne des extraits végétaux, un groupe de quelques

souches microbiennes (Tableau 4) était choisi pour réaliser les tests.
11.2. Méthodes
11.2.1. Tests phytochimiques

Un ensemble d’analyses qualitatives qui a été réalisé, pour avoir des informations sur

la composition du produit végétal (PV) en métabolites secondaires.
11.2.1.1. Test des alcaloides

Apres évaporation de ’extrait éthanolique, quelques millilitres d’une solution acide
(HCL, 2N) sont ajoutés au résidu sec. La solution est filtrée apres et la recherche de la

présence d’alcaloides se fait dans le filtrat a 1’aide des réactifs de Wagner et de Mayer.
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L’apparition de la turbidit¢ ou d’un précipité indique la présence des alcaloides

(Bruneton, 2009 ; Vijay et al., 2013).

Tableau 4: Souches microbiennes avec référence et provenance.

Souche Référence Source
Bactéries G+

Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300 IPA
Staphylococcus aureus MSSA ATCC 29213 IPA
Staphylococcus aureus ATCC 25923 IPA
Bacillus cereus ATCC 11779 IPA
Enterococcus faecalis ATCC 92212 IPA
Bactéries G-
Escherichia coli ATCC 25922 IPA
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 IPA
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 IPA
Salmonella typhi Isolat LRVL
Salmonella enteritidis Isolat LRVL
Levure
Candida albicans Isolat LRVL
Moisissures
Fusarium oxysporum f.sp. albedinis Isolat SRPVG
Fusarium culmorum INRA124 INRA
France
Total 13 4

ATCC : American type culture collection

G- : Gram négatif.

G+ : Gram positif.

INRA France : Institut National de la Recherche Agronomique, Bordeaux, France.
IPA : Institut Pasteur d’Alger.

LRVL : Laboratoire Régional Vétérinaire de Laghouat.

SRPVG : Station Régionale de la Protection des Végétaux de Ghardaia.




Il Matériels et Méthodes

11.2.1.2. Test des flavonoides

Une quantité de 1g du PV est mise dans 10ml de méthanol 80%, le mélange subit une
macération pendant 24 heures. Quelques millilitres du tri chlorure d’aluminium (AICl3)
sont ajoutés a quelques millilitres du filtrat. L’apparition d’une couleur jaune foncée

indique la présence des flavonoides (Quettier-Deleu et al., 2000).

11.2.1.3. Test des tannins condensés

Les tannins vrais (tannins non hydrolysables ou condensés) sont des polymeéres de
polyphénols. Ces derniers ont été mis en évidence par la réaction au chlorure de fer (I11)
dans I’extrait méthanolique. Quelques gouttes d’une solution de tri chlorure de fer (FeCls)
a 2% sont ajoutées a 2 ml de I’extrait, L’apparition d’une coloration vert-noir indique la

présence de tannins vrais (Békro et al., 2007).

11.2.1.4. Test des huiles essentielles

Selon Bruneton (2009), une quantité de la plante seche un peu broyée est mise dans un
volume suffisant de I’eau distillée pour procéder la technique de I’hydrodistillation en

utilisant un appareil de type Clevenger. L’opération a duré 6 heures.

La teneur, en ml/kg, est définie selon Hilan et al. (2006), comme étant la quantité
d’huiles essentielles extraites (en ml) a partir d’un Kilogramme de la plante. Cette teneur

est calculée par la formule suivante

T — Vv
I N
Ou:
T  :teneur exprimée(en mi/kg);
y  :volume d’huiles essentielles extrait (ml);
m - prise d’essai initiale du matériel végétal (Kg).

11.2.1.5. Test des saponines

Une quantité de 2g du PV est chauffée dans 40ml d’eau distillée jusqu’a ébullition, puis

I’extrait aqueux est refroidit ensuite agité avec quelques millilitres d’eau distillée dans un
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tube a essai pendant 20 secondes, aprés un repos de 10 a 15min la longueur de la mousse
est mesurée (Vijay et al., 2013).
11.2.2. Extraction des principes actifs de la plante

11.2.2.1. Extrait brut ou méthanolique (Salvat et al., 2004)

Cet extrait est obtenu par la macération de 5g du PV dans 80ml du méthanol absolu
pendant 24 heure, aprés filtration du mélange, le filtrat est évaporé a 55°C sous pression

réduite en utilisant un rotavapor, le résidu sec a la fin est conservé a 4°C jusqu’a utilisation

(Figure 4).

Sgdu FV + B0mlMeOH

Macération!
Filtration Ou:
1 : se fait a ’obscurité, a température ambiante
Evaporation? et pendant 24h.
2 : se fait a sec sous pression réduite.
Consery ation EM - extrait méthanolique.

de I'EM a 4°C

Figure 4: Représentation du protocole d’extraction du EM.

11.2.2.2. Extraits de polarités différentes

Dans le but de séparer les extraits que contient la plante, une technique d’extraction
(résumée dans la Figure 5) par solvants d’ordre de polarité croissante a été procédee en

employant le protocole adopté par Benarous et al. (2013).
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La premiére étape est une extraction solide-liquide, 5g du PV sont ajoutés a 100ml d’un
mélange de solvants EtOH/MeOH/Eau (50/40/10 : v/viv) et laissé macérer pendant 30h a

température ambiante et a I’obscurité.

Apreés filtration du mélange, la solution subit une évaporation a 55°C sous pression
réduite jusqu’a évaporation de la fraction alcoolique et la fraction aqueuse est récupérée

pour I’extraction liquide-liquide.

Le premier solvant employ¢ est I’éther de pétrole ou on fait un lavage plus d’une fois si
nécessaire : phase aqueuse /phase organique (v/v). L’extrait obtenu (EP) contient les

composés peu ou apolaires (les lipides, pigment...).

Pour I’¢limination de toute trace d’eau, on utilise le sulfate de sodium anhydre Na,SO4
puis une filtration de la phase organique qui est suivi par une évaporation a 55°C sous

pression réduite.

La deuxieme extraction liquide-liquide est celle de la phase aqueuse récupérée apres
dépigmentation et I’acétate d’éthyle qui est un solvant moyennement polaire ou les

composés phénoliques (EA) seront ciblés dans cette extraction.

L’acétate d’éthyle est ajouté a la phase aqueuse an méme volume une ou deux fois,
¢limination des gouttes d’eau par le sulfate de sodium anhydre Na,SO,4 puis évaporation a
sec (55°C).

Les mémes procédures d’extraction pour le dernier solvant (n-butanol), lavage de la phase
aqueuse une ou deux fois avec le solvant organique, ajout du  Na,SQ,, filtration et
évaporation a 55°C sous une pression réduite, I’extrait (EB) contient les saponines qui

sont polaires.

Les résidus obtenus apres évaporation sont conserveés a 4°C et a I’obscurité jusqu’a leur
utilisation.
11.2.3. Analyse quantitative de certains métabolites secondaires
11.2.3.1. Dosage des phénols totaux
e Principe

La méthode la plus utilisée pour la quantification des composés phénoliques est celle du

Folin-Ciocalteu, c’est une analyse colorimétrique basée sur la réduction d’un mélange
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d’acides : phosphotungstiques et phosphomolybdiques par le groupement hydroxyle des

phénols, en résultant par la formation d’un produit bleu, I’intensité de la couleur est

mesurée par un spectrophotométre UV-Visible (Vermerris et Nicholson, 2006 ;
Dai et Mumper, 2010).

©®e 606

[ Sg poudre du PV + 100ml MeQH/EYOH/Eau ]
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. Filtration.

: Evaporation a 55°C sous pression réduite.
: Extraction par I’éther de pétrole.

: Extraction par I’acétate d’éthyle.

: Extraction par le n-butanol.

EP : extrait d’éther de pétrole.
EA : extrait d’acétate d’éthyle.

EB : extrait du n-butanol.

Figure 5 : Procédure d’extraction de EP, EA et EB.
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e Protocole

Un volume de 100ul de chaque extrait est mélangé avec 500ul du réactif Folin-
Ciocalteu (dix fois dilué) et laissés agir 2 min, apres, 2 ml d’une solution de carbonate de
sodium NaCOs (5%) sont ajoutés au mélange, 1’incubation se fait a 1’obscurité pendant
30 min. La lecture est effectuée a 1’aide d’un spectrophotomeétre a une longueur
d’onde : 760 nm.

La courbe d’étalonnage était obtenue par les mémes étapes en utilisant un standard :
I’acide gallique, les résultats sont ensuite calculés en mg de phénols totaux équivalent

d’acide gallique (GAE) par gramme de [’extrait sec.
11.2.3.2. Dosage des flavonoides

e Principe

La composition en flavonoides est déterminée par La méthode Lamaison et Carnat
(Quettier-Deleu et al., 2000), qui est basée sur la formation d’un complexe flavonoide-
aluminium lors de la réaction avec le tri chlorure d’aluminium ayant une

absorbancea 430 nm.

e Protocole

Suivant cette méthode : 1ml de chaque extrait est ajouté a 1ml de la solution de tri
chlorure d’aluminium six fois hydraté (AICl;. 6H,O a 2%) et le mélange est incubé

pendant 15 min jusqu’a la lecture des absorbances au spectrophotometre

UV-Visible a 430nm.

Une gamme de concentration était préparée pour le tragage de la courbe d’étalonnage en
utilisant comme standard : la quercetine.
11.2.3.3. Dosage des tannins condenseés
¢ Principe

Selon Hagerman (2002), c’est la réaction entre, tannins condensés
(proanthocyanidines), flavan 3-ol et la vanilline qui donne la couleur rouge au produit

ayant une absorbance a 500 nm.
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e Protocole
Le standard utilis¢ dans cette méthode pour établir la courbe d’étalonnage est la

catéchine en préparant une gamme de solutions diluées qui vont réagir avec la vanilline.

Pour le dosage, on prépare une solution de vanilline (1%) avec le HCL (8%) qui seront
en méme proportion dans la solution (1 :1, v/v), 2.5 ml du mélange précédant sont ajoutés
aux 0.5ml de I’extrait (ou bien la catéchine), une incubation des solutions se fait au bain

marie a 30°C pendant 20 min.
La lecture des absorbances se fait 8 500 nm dans un spectrophotometre UV-Visible.

11.2.3.4. Dosage des saponines
e Principe

La réaction de saponines deshydratées dans un milieu tres acide avec un aldéhyde
aromatique (vanilline) donne un chromogene qui absorbe a une longueur d’onde 544nm

suivant la méthode de Hiai et al. (1976).

e Protocole

Puisque la réaction nécessite un milieu acide, on prépare une solution d’acide sulfurique
(72%), on prend 2.5ml de cette derniére avec 250ul de la vanilline (8%) et 250ul de

I’extrait végétal (ou bien la digitonine dans le cas de 1’étalon).

Aprés un temps d’incubation de 10min a 60°C puis de 4 min a I’eau glacée, on lit les
absorbances des solutions dans un spectrophotométre UV-visible a la longueur d’onde :
544nm.

11.2.4. Evaluation des activités biologiques des extraits végétaux

I1.2.4.1. Etude de I’activité antioxydante
Le test du DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est la méthode la plus utilisée a cause
de la stabilité du réactif DPPH (Sharma et Bhat, 2009).
e Principe du test DPPH (Molyneux, 2004 ; Popovici et al., 2009).

Pour tester I’activité antioxydante des extraits de la plante, on utilise le composé
chimique : DPPH, qui posséde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote

(Figure 6 : 1). La mesure de I’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution
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de la coloration bleue, due a une recombinaison des radicaux DPPHe (Figure 6 :2),

mesurable par spectrophotométrie a 515-518 nm.

2 @ NO 2
/

. H
02N N—N OgN N—N
NO 5 NO o
1: Diphenylpicrylhydrazyl (free radical) 2: Diphenylpicrylhydrazine (nonradical )

Figure 6: Structure du DPPH, 1 : radical libre ; 2 : molécule liée.

e Protocole
Des solutions diluées ont été préparé par les extraits dans le méthanol puis, 1ml de

chaque dilution est ajouté a Iml d’une solution de DPPH (0.2mM).

Apres un temps de réaction de 30 min a 1’obscurité, I’absorbance de chaque solution est

mesuré a 517nm dans un spectrophotometre UV-Visible.

Le pourcentage d’inhibition est calculé par la formule suivante :
1(%) = L(A[;. _ A};’AD‘ %100

Ou:
A, est I'absorbance de la solution de DPPH sans extrait.

A est I'absorbance de la solution de DPPH avec ’extrait.

La réactivité de 1’antioxydant est aussi estimée par I’ECso, Ce qui correspond a une
concentration de 1’antioxydant qui peut réduire 50% de D’activit¢ (de I’absorbance) du

DPPH?e dans le milieu réactionnel.
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L’acide ascorbique (vitamine C) et I’a-tocophérol (vitamine E) sont utilisés comme des

antioxydants de référence dans ce test.
11.2.4.2. Etude de P’activité antimicrobienne des extraits

11.2.4.2.1. Tests confirmatifs

Pour la certitude de la pureté des souches a cause de la sensibilité des tests de I’activité
antimicrobienne, nous avons procédes a un ensemble de tests de confirmation de la
structure, forme (macroscopique et microscopique) et des critéres biochimiques des

cellules microbiennes.

a. Coloration de Gram

Selon Bousseboua, (2005), cette technique (Annexe B) spécifique des bactéries, nous
permet de mettre en évidence :
» L’organisation structurale de paroi bactérienne.
» la forme des cellules.
» le type d’association entre les cellules.

b. Isolement sur milieu sélectif

Les milieux sélectifs (Tableau 5) avec leurs compositions spécifiques permettent la
culture des espéces microbiennes recherchées tout en inhibant les bactéries concurrentes du
milieu (Benson, 2001 ; IPA, 2002).

c. Galerie biochimigue

Classique ou miniaturisée, la galerie biochimigue est un ensemble de tests qui donnent

le profil métabolique des souches microbiennes (Bousseboua, 2005).

» Galerie classique

Une culture des souches a tester est préparée dans des tubes de bouillon nutritif, aprés
incubation a 37°C pendant 18 a 24h, ces cultures sont ensemencéees dans une batterie de

milieux liquides et/ou gélosés stériles (Tableau 6).

La lecture des résultats se fait momentanément ou aprés incubation des tubes plus
I’inoculum a37°C pendant 18 a24h, en plus il y a des tests qui nécessitent 1’ajout d’un

réactif.
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Tableau 5: Milieux de culture utilisés : de sélection et d’étude (Benson, 2001 ; IPA, 2002).

Milieu de culture
Hektoen

Critére de sélection

Isolement et identification des
entérobactéries pathogénes.

Souche

E. coli, P. aeruginosa, K.pneumoniae,
S. typhi, S. enteritidis.

ENDO

Fermentation du lactose chez les
entérobactéries

E. coli

Milieu au Désoxycholate

Fermentation du lactose chez les
entérobactéries.

K. pneumoniae, E. coli

Gélose au sang frais de
cheval

Isolement et culture des micro-
organismes exigeants, la recherche des
formes hémolytiques

S. aureus, MRSA, MSSA

et K. pneumoniae

Chapman

Isolement et enrichissement des
staphylocoques pathogénes

S. aureus, MRSA, MSSA

Gélose nutritive et Muller
Hinton

Non sélectif, pour I’étude des
bactéries.

Toutes les souches

Sabouraud et Sabouraud
+ chloramphénicol

Isolement des levures, moisissures et
inhibition de la croissance bactérienne.

Candida albicans

Gélose Salmonella-
shigella (SS)

Fermentation du lactose, la production
de I’acide sulfihydrique.

S. typhi , S. enteritidis

Milieu de King A

Production de pigments spécifiques
(pyocyanines).

P. aeruginosa

Milieu PDA (potato
dexstrose agar)

Milieu d’étude des moisissures

Fusarium sp

» Lagalerie APl 20E et API Candida

Elle se présente sous la forme de Kits multi-tests, intégrés en microplaques, chaque

cupule contient un milieu de culture déshydraté qui correspond a I’identification d’un

caractere métabolique.

A T’aide du manuel d’usage de la galerie API (Biomérieux, 2013) nous avons réalisé le

test résumé dans les étapes ci-dessous.
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Le test nécessite une culture jeune des microorganismes en milieu liquide, apres
ouverture de la plague api dans une zone stérile, quelques gouttes d’eau distillée stériles

ont été mises pour créer une atmosphere humide.

Tableau 6 : Tests biochimiques réalisés sur les souches bactériennes
(Djelouat, 1990 ; IPA, 2002 ; Roberts et Greenwood, 2003 ; Bousseboua, 2005).

-Fermentation du lactose, saccharose et du -Virage de la couleur
glucose rouge du milieu vers le
Milieu TSI (1) -Dégagement gazeux jaune
- production d’H,S -bulles de gaz
- coloration noire
Milieu citrate de -Utilisation du citrate comme seule source de | -Virage de la couleur
Simmons (1) carbone verte du milieu vers le
bleu
-Virage de la couleur du
-Présence de 1’uréase milieu.
Urée-indole (1) -Présence de I’indole -Avec le réactif de
KOVACS forme un

anneau rouge
-Virage de la couleur
Milieu mannitol- -Métabolisme du mannitol vers le jaune

mobilité. (1) -Mobilité de la bactérie -Diffusion autour de la
piqure centrale
-Coloration jaune du
ONPG (1) -Présence de la B-galactosidase milieu

-Virage de la couleur du
Oxydase (2) -Présence du cytochrome oxydase disque au violet

-Présence de I’enzyme catalase (dégradation | -Contact avec le H,O,
Catalase (2) du peroxyde d’hydrogéne H202) dégagerrent gazeux (O,)

ADH/LDC/ODC -Présence des décarboxylases (dégradation -Couleur pourpre du
D)+(3) des acides aminés) milieu

(1) :incubation 24h, a 37°C.
(2) : testrapide (pas d’incubation 24h).
(3) :ajout de I’huile de paraffine sur le milieu.

La deuxiéme étape sert a introduire 1’inoculum dans les cupules a 1’aide d’une pipette

Pasteur stérile suivant les recommandations d’usage de la galerie.
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Incubation des galeries a 37°C pendant 24h et 48h pour les bactéries et les levures
respectivement.

Finalement la lecture des résultats se fait a I’aide d’un tableau de lecture qui permet a la

fin de donner un code d’identification de la souche en comparant avec la référence.

d. Test de antibiogramme

Selon le MSPRH (2005), le principe de l'antibiogramme est de mettre en évidence la

sensibilité spécifique d’une souche bactérienne vis-a-vis d’un ou de plusieurs antibiotiques

(Tableau 10).

Tableau 7 : Les antibiotiques utilisés dans les antibiogrammes.

Antibiotique Concentration |
Chloramphénicol -C- 30ug
Amoxicilline + acide clavulanique -AMC- 20ug
Vancomycine —VA- 30ug
Pénicilline G —P- 10pg
Oxacilline —-OX- 1ug
Spiramycine —SP- 100ug
Erythromycine —E- 15ug
Acide nalidixique -NA- 30ug
Bacitracine —B- 10ug
Ampicilline —~AM- 10ug

A partir d’une culture pure de 18h sur milieu d’isolement, on prépare une dilution avec

I’eau physiologique stérile (0.9%) : 5 a 10ml plus quelques colonies bien identiques.

Sur des boites de Pétri coulées avec le milieu MH, on fait un ensemencement en tapis a

I’aide d’un écouvillon stérile.

Apres séchage de la surface, on applique les disques d’antibiotiques espacés de 24mm

centre a centre.

Les boites sont incubées a 37°C et la lecture se fait aprés 18a 24h en mesurant les
diameétres des zones d’inhibition a 1’aide d’un pied a coulisse. Pour classer les bactéries, les
diametres des zones d’inhibition sont comparés avec ceux qui figurent dans les tables de

lecture.
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11.2.4.2.2. Tests de ’activité antimicrobienne

A. La méthode de diffusion sur gelose
C’est la technique employée pour la mise en évidence de I’activité des extraits sur les

souches bactérienne et la levure (Tepe et al., 2004 ; Klanc¢nik et al., 2010).

Préparation de I’extrait
Le solvant choisi parmi les trois (DMSO, Tween 80 et la solution d’agar) est le

diméthylsulfoxyde (DMSO) ou il est testé par la méthode décrite ci-aprés en imprégnant

les disques en papier par le solvant.

La pré-culture

Les souches bactériennes ainsi que la levure sont ensemencées dans des tubes a essai
contenant 10 ml de bouillon nutritif stérile, une incubation a 37°C pendant 24h pour les
bactéries et de 48h a 30°C pour la levure.

Le test

La suspension microbienne est préparée par la dilution de quelques millilitres de la
préculture dans de I’eau physiologique puis on mesure la densité optique a 625 nm, une
valeur obtenus entre 0.1 et 0.08 correspond approximativement a une charge microbienne
de 10°UFC/ml.

Des boites de pétri contenant du milieu MH pour les bactéries et le milieu sabouraud

pour les levures, sont ensemenceées en tapis a 1’aide d’un écouvillon stérile.

A T’aide d’une pince stérile, on dépose des disques en papier whatman N°3 de diamétre
6mm imprégnés de 15uL d’extrait (3, 1, 0.5 et 0.25 mg/disque), chaque boite contient trois

disques avec la méme concentration.

Comme control positif de chaque test, on utilise des disques d’antibiotiques, le control

négatif correspond a un disque imbibé du solvant sans extrait.

Pour permettre une bonne diffusion des extraits, les boites sont mises sous 4°C pendant

2h puis incubées a 37°C pendant 24h pour les bactéries et 30°C pendant 48h pour la levure.

La lecture

Les diametres des zones d’inhibition sont mesurés en millimetre (mm) par un pied a

coulisse.
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B. La concentration minimale inhibitrice et bactéricide (CMI, CMB)

Selon Dramane et al. (2010), les extraits dont la zone d’inhibition a un diamétre
supérieur ou égal a 10 mm, sont sélectionnés pour déterminer les concentrations minimales
inhibitrices (CMI) et les concentrations minimales bactéricides (CMB) par la méthode de

contact direct en milieu liquide.

Préparation de I’extrait
Des dilutions progressives de 8, 7, 6, 4, 2 et 1 mg d’extrait par millilitre de milieu de

culture, les dilutions ont été faites dans une solution de DMSO a 10%.

La pré-culture
Des cultures de 24h et 48h des bactéries et levure respectivement dans un milieu liquide

(bouillon nutritif) ont été préparées avant le test.

Le test
Des tubes a essai suivant la série des dilutions de I’extrait en plus un tube servant

comme témoin, chaque tube contient :

-6681l de I’extrait,
-32pl de I’inoculum (10%cellule/ml),
-2.7ml du bouillon nutritif.

La lecture
Elle se fait a I’ceil nu, ou le premier tube qui ne contient pas de troubles microbiens est

considéré comme CMI, puis ces derniers tubes sont ensemencés a I’aide d’une anse
calibrée sur milieu solide, incubés a 37°C pendant 24h pour les bactéries et 48h pour la
levure ; au but de chercher la concentration minimale bactéricide (CMB), qui correspond a
une absence de croissance dans les boites ensemencées.

C. Méthode de contact direct en milieu solide

Cette méthode était réalisée pour les deux especes de champignons filamenteux.

Le contact direct entre les moisissures et les extraits mélanges avec le milieu de culture
selon Fandohan et al., détermine D’activité des extraits de la plante sur les souches

fongiques (Bougandoura et Bendimared, 2012).
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La Pré-culture
Une culture des moisissures dans des boites de Pétri contenant le milieu PDA pendant 5

a 7 jours a 25°C vont servir comme culture jeune.

Préparation de 1’extrait
Les extraits sont préparés dans une solution d’agar 0.2%, puis mélangés avec le milieu

PDA pour avoir les valeurs affichées dans le tableau 11.

Tableau 8 : Concentrations finales des extraits végétaux (en mg/ml) dans le milieu de

culture.
Extrait EM EP EA EB
[ 1 mg/ml 8,5et2.5 10et8 2.5,1et0.5 6,4,2¢etl

EM : extrait méthanolique

EP : extrait d’éther de pétrole
EA : extrait d’acétate d’éthyle
EB : extrait butanolique

Le test

Une quantité de 13.5ml du milieu PDA (potato dextrose agar) est ajoutée a 1.5ml de la
solution d’agar a 0.2% contenant 1’extrait, une petite agitation du mélange qui est mis a
45°C pour assurer une bonne homogeénéisation du milieu de culture, puis coulés dans des

boites de Pétri.

L’inoculation se fait par le dépdt au centre de la boite d’un disque du mycélium

d’environ 0,6 cm de diamétre d'une pré-culture de 5 a 7jours.

Les boites servant comme témoin, contiennent 13.5ml du PDA plus 1.5ml de la
solution d’agar a 0.2% sans extrait.

L’incubation des boites se fait a 25°C pendant 7 jours.

La Lecture

Selon Wang et al. (2005) ; en premier lieu les diamétres de la croissance mycélienne ont
été mesurés apres 7 jours d’incubation (en mm) puis, les résultats sont présentés sous
forme de pourcentages d’inhibition de la croissance des souches fongiques en utilisant la

formule suivante
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T= (Dy-Dy)/Dy x 100
Ou:

Dy : Diametre de la colonie fongique du témoin (en mm).
Do : Diametre de la colonie fongique en présence de I’extrait (en mm).
T : Taux d’inhibition de la croissance du mycélium en pourcentage.

11.2.5. Traitement des résultats

> Les tests de la partie « matériel et méthodes » ont été fait trois fois (trois
répétitions pour chaque test).

» Nous avons utilisé le logiciel Microsoft Excel 2010, pour le traitement des
résultats obtenus.
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I11.1. Tests phytochimiques

Les résultats des tests phytochimiques sur les extraits de la plante Eryngium ilicifolium

sont regroupés dans le tableau 9.

Tableau 9 : Tests de la présence des métabolites secondaires dans le matériel végétal.

Test Alcaloides Flavonoides Tannins  Saponines Huiles essentielles
condenses
Résultat - + + + + (Iml/kg)

+ Une réaction positive.
- Absence du métabolite.

Ces tests représentent un ensemble de réactions chimiques (changement de couleurs,
apparition d’un précipité ou changement d’aspect), I’intensité du produit de la réaction est

proportionnelle a la quantité du métabolite présent dans 1’extrait.

Nous constatons d’aprés ces résultats que la partie aérienne de la plante:

» Estriche en composés phénoliques : tannins condensés, flavonoides.

» Contient les saponines, le test a montré la présence de ces métabolites secondaires.
» Contient des huiles essentielles, le rendement montre leur existence dans la plante
mais pas en quantités importantes.

» Dépourvus d’alcaloides.

Comme dans tout le régne végétal, la famille des apiacées d’aprés Judd et al. (2002)
contient des huiles essentielles, saponines, et autre métabolites secondaires ainsi que
plusieurs travaux ont montré la composition du genre Eryngium en flavonoides
(Zhizhen et al., 2008 ; Khalfallah et al, 2014), saponines (Ikramov et al., 1971 ; Wang et
al., 2013), tannins (Marceti¢, 2014) et huiles essentielles (Hashemabadi et Kaviani, 2010 ;
Thiem et al, 2011; Dunkic et al., 2013; Mohamedhosseini et al., 2013;
Merghache et al., 2014).

Ce résultat peut étre comparé avec celui d’une étude similaire sur la méme espéce mais
d’origine Marocaine, par Warda et al. (2009) ou les tests phytochimiques ont révelé la

présence des flavonoides, saponines et tannins en citant 1’absence d’alcaloides, ces derniers
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sont aussi absent dans une autre espece du méme genre: Eryngium creticum
(Farhan et al., 2012).

111.2. Rendements des extractions

Le tableau dix (10) résume les rendements obtenus des deux techniques d’extraction,

ainsi que les aspects et couleurs de ces extraits.
111.2.1. Extrait méthanolique (EM)

Nous remarquons d’apreés le résultat affichés dans le tableau 10, que le taux de I’extrait
est important (9.9%), c’est parce que le méthanol vient aprés 1’eau avec un indice de
polarité : 5.1, ce qui lui rend parmi les solvants les plus polaires dans le systeme solvant
d’extraction des produits naturels (Seidel, 2012), ainsi que Kumoroa et al. (2009) dans leur
étude, ont montrés I’efficacité des solvants organiques portants des fonctions hydroxyles
(méthanol, éthanol et eau) pour donner les rendements les plus élevés d’extraction.

Les études qui ont été faites dans le méme but (extraction par solvants organiques) sur
huit espéces Turques appartenant au genre Eryngium, montrent des valeurs qui varient
entre 4.3% et 10.3% pour E. trisectum et E. maritimum respectivement, sachant que les
données représentent les rendements des extraits éthanoliques a partir des parties aériennes
deE. creticu, E. compestre, E. davicii, E. falcatum, E. isauricum, E. kotschyi, E. maritimum
et E. trisectum (Kupeli et al., 2006).

111.2.2. Extraits végétaux des solvants de polarité croissante (EP, EA, EB)

Le systeme solvant utilisé dans cette extraction est un mélange hydro-alcoolique de
proportion (€thanol/méthanol/eau, 5/4/1, v/v/v), qui a donné apres I’emploi de trois
solvants de polarité croissante, trois fraction ou extraits, d’aprés le tableau 10 1’extrait
butanolique (EB) représente la plus grande valeur (2.38%) suivi par 1’extrait d’éther de
pétrole (2.17%) et en fin 1’acétate d’éthyle avec une teneur de 1.36%.

Snyder in Kumoro (2009) défini la polarité comme la capacité d'une molécule a
s'engager dans de fortes interactions avec d'autres molécules polaires (non spécifiquement
la présence d’une molécule de grand moment dipolaire). La richesse du produit végétal en
composés de différentes structures chimiques et par conséquent de différentes polarités
explique cette séparation en plusieurs fractions selon la polarité du solvant (Cseke, 2006 ;
Tiwari et al., 2011 ; Seidel, 2012 ; Jones et al., 2012).
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Nous trouvons aussi d’autres travaux employant I’extraction des produits naturels par
solvants de polarité croissante a partir des espéces du méme genre Eryngium ont donnés
des teneurs en extraits butanoliques plus élevées que celles des extraits d’acétate d’éthyle
(Kholkhal et al., 2012 ; Khalfallah et al., 2014).

La figure 7 montre la différence de la teneur en produits naturels, en fonction du type
de I’extraction (extrait d’un seul solvant ou bien a partir de plusieurs solvants).

Tableau 10 : Les extraits obtenus avec rendements.

Extrait Aspect et couleur Rendement (%) + ES
Visqueux vert foncé 9.9+ 0.65
Visqueux vert foncé 2.17£0.23
Visqueux vert foncé 1.36 £ 0.15
Caramel marron miel 2.38£0.15
—_——

ES : Erreur standard.

EM : extrait méthanolique

EP : extrait d’éther de pétrole
EA : extrait d’acétate d’éthyle
EB : extrait de n-butanol
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Figure 7 : Teneur de la plante en différents extraits.

Nous remarquons que 1’extrait méthanolique issu de [’extraction solide-liquide, est le
plus riche en produits naturels que les trois fractions issus d’une extraction liquide-liquide
par trois systémes solvants, ce qui signifie la capacité du méthanol d’extraire une grande

partie de métabolites végétaux (Tiwari et al., 2011).
111.3. Dosage des métabolites secondaires

111.3.1. Dosage des composes phénoliques

A T’aide de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (Figure 8), on a pu déterminer la
teneur en phénols totaux dans les quatre extraits non purifiés (EM, EP, EA et EB)

représentés dans le tableau 11.
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Figure 8 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.
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Nous remarquons dans le tableau 11 que I’extrait EM est le plus riche en phénols totaux
avec un taux de 5.40 mg d’équivalent acide gallique par gramme de résidu sec, par rapport

aux autres extraits obtenus a I’aide du fractionnement par solvant.

Tableau 11 : Teneur des différents extraits en phénols totaux.

Extrait Teneur mg GAE/g
+ SE
EM 5.40 £ 0.04
EP 0.51 £ 0.002
EA 4.21 + 0.009
EB 2.33 £0.002

GAE : équivalent acide gallique
SE : erreur standard

Les solvants tels que le méthanol, I'éthanol, l'acétone, l'acétate d'éthyle, et leurs
combinaisons ont été utilisées pour l'extraction de composés phénoliques a partir des
matieres végétales, souvent avec des proportions différentes de I'eau et la sélection du
solvant influe sur la quantité et le taux de polyphénols dans les extraits
(Dai et Mumper, 2010). Routray et Orsat (2013) ont cité le méthanol parmi les solvants les

plus importants dans 1’extraction des composés phénoliques a cause de sa polarité élevée.

L’¢limination des lipides, chlorophylle et terpenes (composés non phénoliques) par
I’éther de pétrole explique le taux faible des phénols (0.51 mg GAE/g de résidu sec) dans
cette fraction, par contre la fraction de I’acétate d’éthyle a révélé le taux le plus élevé (4.21
mg GAE/g de résidu sec) a cause de la solubilité de ces composés (ensemble de plusieurs
classes) dans le solvant, et enfin la quantité trouves dans la fraction butanolique peut étre
expliquée par la solubilité des molécules de haut poids moléculaire (molécules hautement

polymérisée, tannins, molécules liées a des carbohydrates) (Naczka et Shahidi, 2004).

La richesse du genre Eryngium en composés phénoliques était prouvée par plusieurs

études qui ont procédé I’extraction, analyse et méme isolement des molécules appartenant

a cette classe (Wang et al., 2012 ; Kholkhal et al., 2012 ; Khalfallah et al., 2014 ).

Suivant 1’étude de Dai et Mumper (2010), la méthode du Folin-Ciocalteu est la plus

utilisée pour le dosage des phénols totaux dans les extraits, mais cette derniére est moins
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sensible a cause de la non spécificité de la réaction chimique, et selon les mémes auteurs,
la présence d’autres groupes de métabolites dans la solution a doser (amines cycliques,
sucres, acide ascorbique) peuvent reagir avec le reactif Folin-Ciocalteu et donnent des
faux-positif en augmentant 1’absorbance et par conséquent I’augmentation de la

concentration.

111.3.2. Dosage des flavonoides

La courbe d’étalonnage de la molécule standard : quercétine (flavonoide) tracée dans la
figure 9, nous a permis de déterminer la teneur de cette classe des composés phénoliques
dans les extraits ayant les plus grandes teneurs en ces derniers ( EM, EA et EB).

0,35

0,3 R2=0,9957
0,25
0,2

0,15

Absornance 430 nm

0,1

0,05

0 0,001 0,002 0,003 0,004 0005 0,006 0,007 0,008

Concentration mg/ml

Figure 9 : Courbe d’étalonnage de la quercetine.

Apres calculer les teneurs de chaque extrait choisi en des flavonoides , les résultats
obtenus sont affichés dans le tableau 12, ce dernier montre que I’extrait méthanolique EM
est plus riche en flavonoides avec une concentration de 1.51 mg par gramme de 1’extrait
sec suivi par la fraction butanolique EB qui contient 0.24 mg par gramme , et finalement la

valeur la plus faible est dans 1’extrait EA avec 0.21 mg par gramme de I’extrait sec.




111 Résultats et discussions

Tableau 12: Teneur des extraits végétaux en flavonoides.

Extrait Teneur mg EQ/g
+ SE
EM 1.51+0.01
EA 0.21+0.002
EB 0.24+0.006

EQ : équivalent quercétine
ES : erreur standard

Une concentration des flavonoides a été trouvée dans 1’extrait méthanolique par
Kholkhal et al. (2012), qui correspond a 1.13 mg équivalent de la rutine par gramme de
matic¢re séche sachant que I’espéce était Eryngium maritimum, ces résultats nous reflétent
la richesse des extraits méthanoliques en flavonoides ou la polarité du solvant joue un réle

dans la solubilité et la teneur de ces composés dans la fraction organique.

L’extrait d’acétate d’éthyle (EA) présente une quantit¢ de flavonoides (0.21 mg
équivalent de quercétine par gramme de résidu sec) moins que la quantité présentée par
I’extrait (EB), et ¢a peut étre dd a la richesse de la plante en flavonoides glycosylés qui
sont plus polaires que les flavonoides moyennement polaires (isoflavones, flavanones,
flavones méthylés, et flavonols), ceux-ci sont extractibles par 1’acétate d’éthyle (Marston
et Hostettmann in Anderson et Markham, 2006).

111.3.3. Dosage des tannins condenseés

La quantification des tannins dans les extraits a ét¢ ¢établie a 1’aide de la courbe

d’étalonnage du standard : la catéchine (Figure 10).

Les valeurs obtenues aprés le calcul des teneurs des trois extraits (EM, EA et EB) en
tannins, sont affichées dans le tableau 13, nous remarquons que 1’extrait EM contient
toujours la teneur la plus élevée en métabolite secondaire (4.90 mg équivalent de catéchine
par gramme de résidu sec), c’est une grande différence comparent la quantité trouvée

dans les extraits EA et EB qui ont 0.55 et 0.36 mg EC/g respectivement.
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Figure 10: Courbe d’étalonnage de la catéchine.

Tableau 13 : Teneur des extraits en tannins condensés.

Extrait Teneur mg EC/g
+ SE
EM 4.90 +0.03
EA 0.55+0.001
EB 0.36+0.003

EC : équivalent catéchine.
ES : erreur standard

Les teneurs en tannins condensés se différent d’une fraction a une autre de solvant, elle
est de 0.55 a 0.36 mg d’équivalent catéchine par g du résidu sec pour ’acétate d’éthyle et
le n-butanol respectivement, selon la littérature (Naczka et Shahidi, 2004 ;
Vermerris et Nicholson, 2006 ; Bruneton, 2009) les tannins représentent un large groupe
de composés chimiques, et leur solubilité varie selon leur structure chimique ainsi que leur

degré de polymérisation.

L’étude de Warda et al. (2009) révele la présence des tannins dans la méme espece ,
ainsi que Marcetic et al. (2014) ; Thara Saraswathi et al. (2014) ont noté la présence des

tannins dans Eryngium palmatum et Eryngium Foetidum réspectivement.

Nous remarquons d’apres le tableau 13, une différence en quantité dans les extraits qui

peut étre expliquée d’une part, par Jones et Kinghorn (2012), que beaucoup de tanins
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vegetaux donnent des résultats faux-positifs dans divers dosages biologiques, généralement
en raison de leur tendance a former des complexes avec les protéines (y compris les
enzymes, des récepteurs et des protéines structurales) par plusieurs liaisons hydrogeénes ;
et d’autre part, la détection du test vanilline-catéchine, ou la catéchine est un monomere
flavon-3-ol et la vanilline est beaucoup plus sensible aux polyméres de proanthocyanidines
que les monomeres flavon-3-ols, ce qui conduits a une surestimation des

proanthocyanindines dans la solution a doser (Naczka et Shahidi, 2004).

111.3.4. Dosage des saponines

Le dosage de ce groupe de métabolites secondaires était fait en calculant la teneur a

partir d’une courbe d’étalonnage du standard : la digitonine (Figure 11).
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Figure 11 : Courbe d’étalonnage de la digitonine.

Les teneurs obtenus a 1’aide de la courbe d’étalonnage de la digitonine sont enregistrées
dans le tableau 14.

Tableau 14: Teneur des extraits EM et EB en saponines.

Extrait Teneur mg ED/g + SE
EM 122.72 £1.60
EB 145.5+ 3.02

ED : équivalent digitonine.
ES : erreur standard




111 Résultats et discussions

Nous remarquons d’aprés le tableau 14, que Eryngium ilicifolium est trés riche en
saponines, la quantité la plus élevée est dans I’extrait EB issu d’une extraction par solvants
de polarité croissante et qui correspond a 145.5 mg équivalent digitonine par gramme du

résidu sec.

Le fractionnement des extraits éthanoliques par le n-butanol est communément
utilisé pour concentrer les saponines a partir de matiéres végétales (Chan et al., 2014)
sachant que les saponines sont présents dans les plantes en quantité notable et ils sont de
forte polarité, donc trés solubles dans 1’ecau et dans les alcools (Bruneton, 2009 ;
Cheok et al, 2014), c’est peut-étre I’emploi d’un mélange hydroalcoolique
(éthanol/méthanol/eau) puis séparation par le n-butanol qui a fait augmenter le rendement
(Jones et Kinghorn, 2012), par rapport au méthanol pure.

Un résultat proche a celui de Warda et al. (2009) qui ont montré la richesse de 1’espéce
E. ilicifolium (Maroc) en saponines. De plus, Wang et al. (2012) dans leur étude sur le
genre Eryngium ont mentionné qu’il y a 25 composé de la classe des saponines ont été

isolé a partir de ce genre.

Les résultats de 1’analyse quantitative des métabolites secondaires de la plante
E. ilicifolium ont confirmés ceux obtenus par 1’analyse qualitative ou nous pouvons dire
d’apres cette petite étude phytochimique que I’espéce végétale contient plusieurs composés

de différentes classes et différentes quantités.

111.4. Le pouvoir antioxydant des extraits

Le test du pouvoir antioxydant par le piégeage du radical libre DPPH, nous avons dans

la figure 16, les pourcentages d’inhibition sont représentés en fonction des concentrations
des extraits : figure 12 (1), (2), (3) et (4).
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Figure 12 : Représentation graphique du pourcentage d’inhibition (PI) en fonction de la
concentration des extraits : (1) I’extrait EM, (2) I’extrait EP, (3) I’extrait EA, (4) I’extrait

La figure 13 montre les graphiques des molécules

EB.

standards (Vitamine C

et Vitamine E) qui ont une forte activité antioxydante, le test a pour but de comparer les

EC 50 des extraits avec ceux des antioxydants forts.
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Figure 13 : Représentation graphique des pourcentages d’inhibition en fonction des
concentrations des molécules standards, (a) : vitamine E (1’a-tocophéorl) ;

(b) : vitamine C (I’acide ascorbique).

Les ECso des extraits ainsi que les ECso de la Vitamine E et C sont résumés dans le
tableau 15.

Tableau 15 : Valeurs des ECs en pg/ml des extraits et molécules standards.

Extrait ECso pg/ml
EM 410.84+0.2
EP 633.07+0.06
EA 98.27+0.004
EB 115.24+0.03
Vitamine C 3.16 £0.05
Vitamine E 22.58+0.08

D’apres les résultats obtenus (Tableau 15 et Figure 12), parmi les quatre extraits, celui
qui a présenté une activité antioxydante importante est ’extrait d’acétate d’éthyle (EA)
avec une ECsp de 98.27 pg/ml, suivi par I’extrait du n-butanol (EB) d’une ECsy de 115.24
pg/ml, tandis que les extraits qui apparaissent les moins actifs sont EM et EP qui ont eu
410.84 pg/ml et 633.07 pg/ml respectivement.
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Figure 14 : Valeurs des ECs, de molécules standards et extraits de la plante
Eryngium ilicifolium par le test DPPH.

Citant que les extraits issus de ’extraction par solvants de polarité croissante (EA et
EB) ayant les teneurs en polyphénols les plus élevées, c’est peut étre que la richesse en ce
grand groupe de composés qui est responsable de I’activité importante des extraits sachant
que les polyphénols doivent leur activité , comme leur nom 1’indique, & un trés grand
nombre de résidus hydroxyles, qui sont autant de munitions pour lutter contre les radicaux
libres et stopper la réaction en chaine (Rolland, 2004 ; Berset in Sarni-Manchado et
Cheynier, 2006).

Une étude a été faite par Tunalier et al. (2004), sur 27 espéces du genre Sideritis, a
montré la corrélation linéaire entre la composition en polyphénols et 1’activité

antiradicalaire.

L’ECs de I’extrait méthanolique EM, est proche des ECsg des especes du méme genre

déterminés dans les extraits alcooliques de ces derniers (Tableau 16).
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Tableau 16: Comparaison entre I’ECsp de EM et ceux d’espéces du méme genre.

Extrait alcoolique EC 5o ng/mi
Eryngium ilicifolium 410.84
Eryngium cocacicum® 390
Eryngium maritimum’ 280
Eryngium palmatum® 600

1:Wangetal., 2012.
2 : Marceti¢ et al., 2014.

Selon Wang et al. (2012), plusieurs tests in vitro sur de nombreuses especes du genre
Eryngium, qui sont utilisés comme plantes comestibles et / ou médicinales en Thailande,

Jordanie, Vietnam, Europe et en Iran, ont montrés des activités antioxydantes.
I11.5. Activité antimicrobienne des extraits
111.5.1. Résultats des tests confirmatifs sur les souches microbiennes

A. Coloration de Gram et isolement sur milieux sélectifs

Les résultats de la coloration de Gram (forme et association des cellules bactériennes)
ainsi que I’observation macroscopique des colonies sur les milieux sélectifs sont regroupés

dans le tableau 17.

Tester les souches par ces techniques permet la comparaison avec la bibliographie
(Guiraud, 1998 ; IPA, 2002 ; Bousseboua, 2005), ou toutes les souches ayant presque les

mémes caractéristiques décrites par ces références.

B. Galeries biochimiques
Les tableaux Al, A2 et A3 (Annexe A) montrent les résultats des galeries classiques,

API Candida et API 20E respectivement, selon ces tableaux, et par comparaison avec la
référence Biomerieux api Candida et Biomerieux api 20 E (2013), nous constatons que les

souches présentent des profils biochimiques identiques.
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Tableau 17 : Quelques caractéristiques morphologiques et biochimiques des souches

microbiennes.

Souches Gram Aspect microscopique Aspect de la colonie (milieu)
Staphylococcus aureus + Cocci en grappes Petites colonies de couleur
MRSA, MSSA jaune doré (Chapman)
Bacillus cereus + Bacilles en chainettes /

Rouge avec éclat métallique
Escherichia coli . chatoyant (ENDQO), rouges
- Bacilles A
avec halo de précipité
(Désoxycholate)
Pseudomonas aeruginosa - Bacilles Colonies de couleur bleu-vert
(king A), vertes a bleuatres,
aplaties  bords irréguliers
(Hektoen).
Klebsiella pneumoniae - Bacilles Incolore (Desoxycholate).
petites colonies transparentes
Enterococcus faecalis + Cocci en petites chainettes (gelose nutritive)
Salmonella typhi - Bacilles Transparentes avec centre noir
— - (SS), bleu vert avec centre
Salmonella enteritidis - Bacilles noire (Hektoen)
/ Cellules rondes de grande | Colonies rondes blanchatres

Candida albicans

taille

(Sabouraud+ chloramphenicol)

/ : test non réalisé
+ : test positif
- : test négatif

C. L’antibiogramme

Les souches bactériennes ont révélé une sensibilité variée vis-a-vis les antibiotiques

testés (suivant la dose de I’antibiotique et la virulence de la souche bactérienne),

Tableau 21

remarquons

d’apres

que la souche

nous

la plus résistante est

Pseudomonas aeruginosa (Figure 16), tandis que les souches les plus sensibles sont

Bacillus cereus (Figure 15) et MSSA.
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Tableau 18 : Résultat des antibiogrammes des souches bactériennes.

Antibiotique

Souche
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Figure 15 : Effet des antibiotiques sur les bactéries a Gram positif.
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Escherichia coli

Pseudomonoas aeruginosa

Salmonella enteritidis

Figure 16 : Effet des antibiotiques sur les bactéries a Gram négatif.

111.5.2. Le choix du solvant

Aprés avoir faire les tests de diffusion sur gélose pour toutes les souches dans le but de

tester la toxicité du solvant choisi sur la croissance microbienne, nous avons eu le résultat

présenté dans la figure 17 et 18, ou nous remarquons que les trois solvants DMSO

(diméthylsulfoxyde) et Tween, solution d’agar n’ont

bactérienne.

aucun effet sur la croissance

Le choix du solvant est effectué en se basant sur deux facteurs : I’inactivité sur les

souches microbiennes et la meilleure homogénéité avec 1’extrait.

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Bacillus cereus

Figure 17

: Effet du Tween 80 sur la croissance des bactéries.
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Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Bacillus cereus

Figure 18 : Effet du DMSO sur la croissance bactérienne.

111.5.3. Résultat du test de la diffusion sur gélose

Apres incubation des cultures microbiennes, et observation des résultats, les diamétres

des zones d’inhibition autour de chaque disque contenant une certaine concentration en

extrait est mesurée a I’aide d’un pied a coulisse.

I11.5.3.1. Effet de ’extrait méthanolique EM

Le tableau 19 montre les diamétres mesurés des zones d’inhibition de la croissance des

souches microbiennes testées par I’extrait EM.

Tableau 19 : Diamétres des zones d’inhibition de différentes concentrations de 1’extrait EM.

Microorganismes

Diamétres des zones d’inhibition (mm) + SE

Extrait méthanolique EM (mg /disque)

3 1 0.5 0.25
Escherichia coli 8.66+0.28 8.33+0.57 8.33+0.28 Pl
Pseudomonas aeruginosa 8.6+0.17 Pl Pl Pl
G- Klebsiella pneumoniae 9.86+0.23 8.5+£0.3 Pl Pl
Salmonella typhi 9.83+0.76 9.3310.1 8.46+0.15 Pl
Salmonella enteritidis 9.33+0.15 70 Pl Pl
MRSA Pl Pl Pl Pl
G+ | MSSA 8.66+0.57 7.8+0.26 PI PI
Staphylococcus aureus 9.83+0.28 Pl Pl Pl
Bacillus cereus 9.28+0.20 Pl Pl Pl
Enterococcus faecalis 8.9+0.17 8.33+0.28 7.66+0.28 Pl
L | Candida albicans Pl Pl PI PI

Pl : pas d’inhibition
G+ : Gram positif
G- : Gram négatif
L : levure

SE : erreur standard
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D’apres ce tableau, on remarque que l’activité de 1’extrait méthanolique varie en

fonction de la souche microbienne et la dose employeée, entre un diamétre maximale de

9.86 mm et une absence d’effet sur la croissance microbienne.

A la concentration 3 mg par disque (Figure 23,a), I’extrait montre une activité sur les

souches bactériennes, ou toutes les bactéries (Gram positif et négatif), a ’exception la

souche Staphylococcus aureus qui est résistante a la méthiciline (MRSA), sont sensibles

a I’extrait de la plante Eryngium ilicifolium.

MSSA
(b)

Bacillus cereus

()

Salmonella typhi
©

Figure 19 : Effet de I’extrait EM sur la croissance bactérienne avec différentes
concentrations ; (a) : 3mg/disque ; (b) : Img/disque ; (c) : 0.5mg/ml.

Avec les concentrations 1mg et 0.5mg par disque (Figure 19 b et c), les bactéries a

Gram négatif ont été plus sensibles que les bactéries a Gram positif.
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En revanche, la plus faible concentration testée (0.25 mg par disque), n’a présenté

aucun effet sur les souches microbiennes.

Pour la levure Candida albicans, ’extrait EM est inactif sur la croissance de ce
champignon (Figure 20).

Candida albicans

Figure 20: Absence d’activité sur la levure avec les trois concentrations de I’extrait EM.

L’activité remarquée de EM sur les souches bactériennes pourrait s’expliquer par la
présence de métabolites secodaires, notamment les flavonoides, les tanins, (Cowan, 1999 ;
Setzer et VVogler in Cseke et al, 2006 ; Tiwari, 2011 ; Dagria, 2012).

12

10
H3mg

E s
= Him
£ ° g
£ 4 00,5mg
B
o 00,25mg

2

0

Souche microbienne

Figure 21 : Sensibilité des microorganismes a 1’extrait EM.

L’activit¢ de D’extrait méthanolique de la méme espeéce, ¢était démontrée par
Warda et al. (2009) contre une bactérie a Gram positif Streptococcus pneumoniae, les

diamétres enregistrés sont de 12 a 15 mm avec 0.5 mg par disque, ceci confirme ’action
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de EM contre les bactéries, mais la différence de dose et de diametre d’inhibition peut étre
due a la différence des souches microbiennes elle-méme, a ’origine de la plante et la
technique d’extraction employée (la durée, [D’agitation, puret¢é du solvant...etc)

( Rio et Recio, 2005 ; Pavia at al., 2010).

A titre comparatif des résultats obtenus (Figure 21) avec d’autres especes différentes
appartenant au genre Eryngium, citant Ali-Shetayeh et al. (1998) qui ont trouvé des
diamétres atteignant 9.1 mm par le test de 1’extrait éthanolique de Eryngium creticum avec
une concentration de 10 mg par disque, cette activité était déterminée contre les bactéries
E.coli, S.aureus, P.aeruginosa et K.pneumoniae ; alors qu’aucune activité n’est observée

chez I’espéce fongique : Candida albicans.

I11.5.3.2. Effet de I’extrait d’éther de pétrole EP

Apres avoir eu les cultures microbiennes, chaque concentration de I’extrait avait un

certain effet sur la croissance des microorganismes (Tableau 20).

Tableau 20 : Diamétres des zones d’inhibition de différentes concentrations de ’extrait EP
sur les souches microbiennes testées.

Diamétres des zones d’inhibition (mm) + SE

Microorganismes Extrait d’éther de pétrole EP (mg /disque)
3 1 0.5 0.25
Escherichia coli 9.6+ 0.36 7.83+0.57 Pl Pl
Pseudomonas aeruginosa 8.5+0.5 6.83+0.28 Pl Pl
G- Klebsiella pneumoniae 8.66+0.57 8.66+0.28 Pl Pl
Salmonella typhi 9.63+0.05 9.16+0.76 8.33+0.76 7.16+0.28
Salmonella enteritidis 7.66+0.28 Pl Pl Pl
MRSA Pl Pl Pl Pl
G+ [ MSSA 8.83+0.28 Pl Pl Pl
Staphylococcus aureus 9+0 7.16+0.35 Pl Pl
Bacillus cereus 9.6+0.1 8.33+£0.57 7.66+0.56 Pl
Enterococcus faecalis 8.5+0 Pl Pl Pl
L |Candida albicans Pl Pl Pl Pl

Pl : pas d’inhibition
G+ : Gram positif
G- : Gram négatif
L : levure

SE : erreur standard
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Nous constatons d’apres le tableau 20 que :

e Lazone laplus large est de 9.63 mm de diametre, enregistrée chez B.cereus,
S.typhi et E.coli pour la plus grande concentration de ’extrait : 3 mg par
disque (Figure 23 a) ;

e La bactérie la plus sensible est S.typhi, et les plus résistantes sont MRSA
(Figure 23 b) et E. faecalis.

e La concentration 0.25 mg par disque a un tres faible pouvoir antimicrobien,
notant aussi que les bactéries a Gram négatif sont plus sensibles que les
bactéries a Gram positif.

e La souche fongique Candida albicans n’est pas sensible a la présence de
I’extrait EP dans le milieu de culture, ou elle apparait dans un état

macroscopique de croissance normale.
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Souche microbienne

Figure 22 : Sensibilité des microorganismes a I’extrait EP.

Pratiquement I’éther de pétrole est un solvant qui peut extraire selon Bruneton (2009) ;
Hosikian et al. (2010) ; Tiwari et al. (2011), un ensemble de métabolites primaires et
secondaires (acides gras, chlorophylle, coumarines et huiles essentielles). Dans notre cas
cet extrait a présenté un certains pouvoir antibactérien (Figure 22) qui peut étre di a la
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richesse de ce produit végétal en composés bioactifs  (Yukiko et al., 2002 ;
Hosikian et al., 2010 ; Bouzid et al., 2011), en ajoutant ce que Thormar (2011) a publié
dans son livre que plusieurs travaux montrent la capacité des lipides et acides gras de

désintégrer la membrane cellulaire et changer la forme des cellules bactériennes.

Bacillus cereus

@) @)

Staphylococcus aureus '

——— -

Bacillus cereus

(b) (b)

Figure 23 : Effet de I’extrait EP sur la croissance bactérienne avec différentes
concentrations ; (a) : 3mg/disque ; (b) : Img/disque.

II1.5.3.3. Effet de ’extrait d’acétate d’éthyle EA

L’évaluation de ’activité antimicrobienne de 1’extrait EA a été faite sur milieu solide,
les résultats de ce test sur les dix souches ainsi que la levure sont regroupés dans le
tableau 21.
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Tableau 21: Diamétres des zones d’inhibition de différentes concentrations de I’extrait EA
sur les souches microbiennes testées.

Diamétres des zones d’inhibition (mm) + SE

Microorganismes Extrait d’acétate d’éthyle EA (mg /disque)

3 1 0.5 0.25

Escherichia coli 7.33+0.28 Pl Pl Pl
Pseudomonas aeruginosa 9.66+0.28 Pl Pl Pl

G- | Klebsiella pneumoniae Pl Pl Pl Pl
Salmonella typhi 9.36+0.15 8.66+0.28 Pl Pl
Salmonella enteritidis Pl Pl Pl Pl
MRSA Pl Pl PI PI

G+ MSSA 7.20+0.26 Pl Pl PI
Staphylococcus aureus 9+07 8.16+0.28 7.3£0.35 Pl
Bacillus cereus 11.76+0.25 Pl Pl Pl
Enterococcus faecalis ‘ 8.5+0.5 ‘ 8.3310.76 Pl Pl

L | Candida albicans ‘ PI ‘ PI PI PI

Pl : pas d’inhibition
G+ : Gram positif
G- : Gram négatif
L : levure

SE : erreur standard

Les diametres obtenus refletent le pouvoir de D’extrait EA contre les souches
bactériennes avec une absence d’activité sur la levure Candida albicans, 1’activité la plus
importante était sur la souche bactérienne a Gram positif : B. cereus, ou on a enregistré un
diamétre de 11.76 mm avec une concentration de 3 mg par disque, nous citons aussi
P. aeruginosa, S. aureus et S. typhi qui ont été sensibles a cette dose avec des diametres
supeérieurs ou égales 8 9 mm (Figure 24).

Il faut marquer aussi la résistance de la souche MRSA, tandis que toutes les souches

bactériennes a Gram positif étaient sensibles a ce test.
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Pseudomonas aeruginosa

Bacillus cereus

Salmonella typhi

Staphylococcus aureus

Figure 24 : Pouvoir antibactérien de 1’extrait EA avec la concentration 3mg par disque.
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Figure 25 : Sensibilité des microorganismes a 1’extrait EA.

L’extrait EA issu d’une extraction liquide-liquide de la phase aqueuse, a montré une
certaine richesse en composés phénoliques, tannins et flavonoides, c’est peut étre sa
composition en ces métabolites est le responsable de son pouvoir antibactérien (Figure 25)
(Cushnie et lamb, 2005; Cowan, 2009 ; Yi et al., 2010 ; Daglia, 2012 ; Negi, 2014)
sachant que :

> La tolérance des polyphénols par les bactéries dépend des espéces
bactériennes et de la structure des composés phénoliques.
> Les différences dans les structures chimiques font enquétes dirigées vers
leurs propriétés biologiques, ou a leurs relations structure-activité (par
exemple la toxicité des composés phénoliques est liée a leurs groupements
hydroxyles).
> La plupart des polyphénols ayant la capacité d’inhiber les facteurs de
virulence des bactéries (par exemple, inhibition de la formation de biofilm,
la réduction de ligands adhérence a I’hdte, et la neutralisation des toxines
bactériennes).
Pavia et al. (2010) ont cité quelques effets de certains composés phénolique (sur un
groupe de bactéries), les composés testés n’ont pas montré la méme action sur les

microorganismes, par exemple la quercetine était efficace pour I’inhibition d’un large
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groupe de bactéries tandis que 1’acide gallique n’a inhibé que Pseudomonas aeruginosa ,
et la catéchine n’a présenté aucun effet sur les microorganismes testés.
I11.5.3.4. Effet de I’extrait du n-butanol EB

Le résultat de ce test a été regroupé dans le tableau 22, ou chaque souche microbienne

est représentée par un diametre de la zone d’inhibition mesuré en millimétre.

Le tableau 22 nous indique les valeurs des zones d’inhibition de la croissance

microbienne mesurées en millimétre.

Tableau 22 : Diamétres des zones d’inhibition de différentes concentrations de I’extrait
EB sur les souches microbiennes testées.

Diamétres des zones d’inhibition (mm) + SE

Microorganismes Extrait du n-butanol EB (mg /disque)

3 1 0.5 0.25
Escherichia coli 9.93+0.11 Pl Pl Pl
Pseudomonas aeruginosa 10.66+0.28 10.5+0.09 9.3310.28 7.6+0.25
G- Klebsiella pneumoniae 8.84£0.26 8.5£0.5 8.1+0.36 Pl
Salmonella typhi 8.96+0.15 8.33+0.28 8+0 Pl
Salmonella enteridis 8.66+0.20 Pl Pl Pl
MRSA Pl Pl Pl Pl
G+ [ MSSA 7.510.1 7.06+0.11 700 Pl
Staphylococcus aureus 9.6+0.17 8.66+0.28 7.5£00 Pl
Bacillus cereus Pl Pl Pl Pl
Enterococcus faecalis 9.3+0.26 7.83+0.76 Pl Pl
L |Candida albicans Pl Pl PI Pl

Pl : pas d’inhibition
G+ : Gram positif
G- : Gram négatif
L : levure

SE : erreur standard

La sensibilité de la souche Pseudomonas aeruginosa (Figure 26) est remarquable avec
le plus grand diamétre (10.66 mm), la sensibilité de cette souche résistante aux
antibiotiques (voir antibiogramme page 67) est peut étre due a la présence de composés
phénoliques dans cette fraction selon 1’étude de Yi et al. (2010) sur le pouvoir
antimicrobien des polyphénols extraits a partir du thé vert contre la souche P. aeruginosa
ou ils ont détectés une corrélation entre la largeur du diameétre d’inhibition et la dose
introduite dans le milieu (pour une concentration de 1.50 mg/ml, une zone de 10.45 mm de

diameétre).
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Au contraire, a la concentration 0.25mg d’extrait par disque ou aucune activité n’est
observée, a la concentration 3 mg, la plupart des bactéries étaient sensibles a la présence
de D’extrait EB dans le milieu et aucune activit¢ sur la croissance de la levure

Candida albicans n’est observée.

EB

12
10
E 8 B 3mg
;g 6 H1mg
E a [0,5mg
a , [10,25mg

0

Souche microbienne

Figure 26 : Sensibilité des microorganismes a I’extrait EB.

En se basant sur le dosage des saponines dans cet extrait, qui a révelé une quantité
¢levée en ces métabolites secondaires (145 mg équivalent digitonine par gramme d’extrait
sec), et selon les études qui ont été faites sur 1’activité antimicrobienne des extraits
butanolique (Sprag, 2004 ; Cheok, 2014), le pouvoir antimicrobien (Figure 27) est peut étre
lié a la présence des saponines dans ces extraits, notant que Thiem et al. (2010) ont cité
que l'activité pharmacologique de Eryngium dépend principalement de leur forte teneur en
saponines.

Chan et al., (2014) ont fait la liaison entre D’activité antimicrobienne présentée par les
saponines et leurs structure unique : des glycosides qui sont constitués d'un stéroide ou

terpénoide aglycone lié a une ou plusieurs chaines de sucre.
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Figure 27: Effet de I’extrait EB sur la croissance bactérienne avec différentes
concentrations ; (a) : 3mg/disque ; (b) : Img/disque ; (c) : 0.5mg/disque.

Les mécanismes d'action antimicrobienne des métabolites secondaires des plantes ne
sont pas entierement compris, mais plusieurs études ont été menées dans ce sens : les
flavonoides peuvent agir par inhibition de la fonction de la membrane cytoplasmique ainsi
que par l'inhibition de 'ADN gyrase (Paiva et al., 2010), le mécanisme d’ action des tanins
peut étre liée a leur capacité a inactiver les adhésines microbiennes, les enzymes, les

protéines de transport dans 1’enveloppe cellulaire (Negi, 2014).
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I11. 5.4. Résultat du test du pouvoir antibactérien sur milieu liquide (CMI et CMB)

Les concentrations minimales inhibitrices des souches bactériennes ont été déterminées
par la méthode de contact direct sur milieu liquide, ce test permet la révelation de
I’inhibition de la croissance bactérienne qui se traduit par la clarté du milieu de culture

liquide (bouillon nutritif).

Les résultats obtenus apres incubation des cultures bactériennes sont présentés dans le
tableau23.

Tableau 23 : Pouvoir antibactérien des extraits EB et EA en contact direct sur milieu

liquide.
Microorganismes [ 1 Extraiten mg/mi
(CMI/CMB)

AE EB
Escherichia coli TN >8
Pseudomonas aeruginosa 6/>6 >8
Salmonella typhi >8 TN
Staphylococcus aureus >8 >8
Enterococcus faecalis TN >8
Bacillus cereus 2/4 TN

TN : test non réalisé

Le tableau 23 nous donne les CMI et CMB des souches (Gram positif et Gram négatif)
qui ont présenté une sensibilité élevée par rapport au reste des souches du groupe
bactérien ; ainsi que le test n’est réalis¢ qu’avec deux extraits (EA et EB) a cause de la
couleur foncée du milieu lorsqu’on utilise des concentrations importantes en extraits
méthanoliques et d’éther de pétrole, la richesse de ces derniers en pigments verts ne permet

pas la visualisation du changement du milieu (limpide ou trouble).

La souche Bacillus cereus , d’aprés le tableau 23, présente la valeur la plus faible de
concentration inhibitrice et bactéricide avec 4 et 2 mg d’extrait EA par millilitre
respectivement (Figure 28), les autres souches ont montré des CMI plus élevées avec les

deux extraits.
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Figure 28: Séries des cultures de différentes dilutions pour tester
I’activité antimicrobienne de 1’extrait EA sur la souche
Bacillus cereus avec T : témoin.

La grande différence en concentration entre la méthode de diffusion sur gélose et le
contact direct en milieu liquide était traitée par Rhayour (2002) ou elle a cité plusieurs
recherches et études qui critiquent ces deux techniques a cause du probléme de solubilité,
diffusion et changement de structure de la molécule bioactive avec I’agent émulsifiant et
milieu de culture, de plus et dans le méme contexte Klané¢nik et al. (2010) ont discuté le
probléme de la diffusion des extraits dans les milieux de culture surtout pour les composés
moins polaires et que la méthode de diffusion sur gélose est la plus utilisée mais pas

toujours fiable.

111.5.5. Evaluation du pouvoir antifongique par contact direct sur milieu solide

Des tests réalisés in vitro (Tableau 24), sur les deux souches fongiques
Fusarium oxysporum f. sp. albedinis et Fusarium culmorum, afin de voir I’effet des
extraits de la plante Eryngium ilicifolium sur la croissance de ces champignons

phytopathogénes.
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Tableau 24 : Pouvoir antifongique des extraits.

souche Fusarium oxysporum (Foa) Fusarium culmurum (F124)
Témoin = 71.2mm Témoin = 80.5mm

Extrait EM

[ 1mg/ml @ (mm) T (%) @ (mm) T (%)

8 33.5 53.23 48.1 40.24

5 44.10 37.92 55.5 31.05

2.5 475 33.28 58.4 27.57
Extrait EP

10 21.0 70.50 36.1 55.15

8 28.1 | 60.53 | 42.0 47.82
Extrait EA

25 29.5 58.56 29.6 63.22

1 42.3 40.58 49.8 38.13

0.5 51.1 28.37 68.1 15.40
Extrait EB

6 40.4 43.25 48.3 40

4 44.1 30.06 52.1 35.27

2 51.5 27.66 60.4 24.96

1 58.6 17.69 68.5 14.90

Con : concentration
@ (mm) : diamétre en millimétre
T(%) : pourcentage d’inhibition

Le tableau 24 regroupe tous les résultats du test de pouvoir antifongique, obtenus apres

la lecture, qui ont été traité et présenté sous forme de pourcentages d’inhibition de la

croissance mycelienne.

Nous remarquons d’apres ce tableau que :

>

Tous les extraits ont présenté un pouvoir inhibiteur de la
croissance des moisissures testés avec un intervalle de pourcentage
d’inhibition entre  14.90 % et 70.50 %.

L’espéce Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (Foa) est plus
sensible que I’espece Fusarium culmorum (F124) avec une sensibilité
élevee vis-a-vis les trois extraits EM, EP et EB tandis que 1’extrait EA était
plus actif sur ’espece Foa.

Le pourcentage d’inhibition le plus élevé est celui marqué

dans le test de I’extrait EP avec plus de 70% a la concentration 10mg/ml.
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> L’extrait qui possede le pouvoir antifongique le plus
puissant parmi les quatre est ’extrait EA, qui a inhibé a 63.22% la
croissance du F124 avec une dose de 2.5 mg par millilitre de milieu de

culture.

Beaucoup d’études ont montré que les espéces appartenant au genre Eryngium, ayant un
pouvoir antifongique, citons I’espéce E. creticum qui a montré une activité antifongique
sur huit especes phytopathogénes (Wang et al., 2012).

Abad et al. (2007), a cité dans son étude sur le pouvoir antifongique des extraits
végétaux, que I’espéce Fusarium oxysporum a montré une sensibilité aux extraits de
plusieurs familles de plantes parmi elles, la famille des Apiaceae, c’est ce qui explique

dans notre cas ’activité enregistré des extraits sur Foa.

L’extrait le plus actif est ’'EA (Figure 29), ce dernier a présenté une richesse en
composés phénoliques (flavonoides, tannins condensés) apres le dosage qui a été fait dans
ce travail, ¢a nous laisse constater que le constituant responsable a 1’inhibition de la
croissance fongique est peut étre les composés phénoliques, selon Cushnie et Lamb (2005),

les flavonoides ont la capacité d’inhiber la germination des spores des champignons

phytopathogénes.

Fusarium culmorum Fusarium oxysporum f. sp. albedinis

Figure 29: Pouvoir antifongique de I’extrait EA avec les concentrations : 2.5, 1 et 0.5

mg/ml sur les deux espéces étudiées ; T : témoin.

L’extrait EB est aussi actif sur la croissance fongique (Figure 30) sachant que le dosage

des saponines dans ce dernier a montré qu’il en contient en quantité importante.
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En se référant a la bibliographie, nous découvrons que ces métabolites secondaires
jouent un réle de défense dans la plante contre les champignons phytopathgenes de plus la
fraction du n-butanol a montré une activité contre les champignons (Bruneton, 2009 ;
Cheok et al., 2014 ). Le mécanisme d'action antifongique des saponines n'est pas bien

compris, mais c’est peut étre que leur complexe avec les stérols dans la membrane

cellulaire, conduit a la formation de pores et par conséquent la perte de l'intégrité de la
membrane (Mert-Turk, 2005).

Fusarium culmorum Fusarium oxysporum f. sp. Albedinis

@ (b)

Figure 30: Pouvoir antifongique de I’extrait EB avec les concentrations : (a) 1, 4 et 6

mg/ml ; (b) : 1, 2,4 et 6 mg/ml sur les deux especes étudiées ; T : témoin.

De méme que pour les extraits EM et EP, leur activité sur les souches fongiques
(Figure 31 et 32) peut étre liée a leur composition en métabolites secondaires, surtout ’EM

ou il était riche en composés phénoliques (tannins, flavonoides) et saponines.

Une étude sur la composition de la méme espece mais d’origine espagnole
(Pinar et Galan, 1985) a montré la présence des coumarines ce qui peut lier ’action de
I’extrait EP (Tiwari et al., 2011) sur les souches phytopathogenes sachant que les
coumarines sont syntheétisés principalement dans les feuilles, et elles s'accumulent sur la
surface des feuilles, des fruits et des graines afin de proteger les plantes contre les
pathogenes fongiques (Negi, 2014).
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Fusarium culmorum
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Fusarium oxysporum f. sp. albedinis
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Figure 31: Pouvoir antifongique de 1’extrait EM avec les concentrations ; (a) 2.5 et 5

mg/ml ; (b) : 2.5, 5 et 8 mg/ml sur les deux especes étudiées ; T : témoin.

Fusarium culmorum

Fusarium oxysporum f. sp. albedinis

Figure 32: Pouvoir antifongique de 1’extrait EP avec les concentrations : 8 et 10 mg/ml

sur les deux especes étudiées ; T : témoin.

A la lumiere des résultats obtenus apres le test du pouvoir antimicrobien des différents

extraits de Eryngium ilicifolium, nous pouvons conclure :

e [’espece végétale est riche en composés bioactifs d’une action modérée

(antibactérienne) a significative (antifongique), un résultat proche est celui

obtenu par Thiem et al. (2010) ou ils ont étudié le pouvoir antimicrobien de trois

especes appartenant au méme genre, ce qui confirme la capacité de ce taxon de

produire des composeés responsables des propriétés antifongiques des extraits.
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La différence d’action entre les extraits de la méme plante prouve la complexité
et la diversité des composés, le changement du solvant d’extraction a fait la
différence entre les quatre extraits en quantité et en qualité, et par conséquent
influence sur le pouvoir antimicrobien, ce qui est confirmé dans la littérature
(Rio et Recio, 2005 ; Tiwari, 2009 ; Seidel, 2012 ; Routray et Orsat, 2013 ;
Prado et al., 2014).
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Cette étude a été effectuée dans le but de tester I’activité biologique des extraits de
I’espéce végétale Eryngium ilicifolium, la premiere étape était de tester la présence de
certains métabolites secondaires dans la partie aérienne de la plante E.ilicifolium, les
résultats ont montré 1’existence des flavonoides, tannins condensés, saponines et huiles

essentielles tandis que le test des alcaloides a donné une réaction négative.

Deux différents procédés d’extraction sont employés pour avoir Les quatre extraits :
I’extrait méthanolique (EM) et trois extraits issus des fractions de solvants avec polarité
croissante : I’extrait d’éther de pétrole (EP), I’extrait d’acétate d’éthyle (EA) et I’extrait du
n-butanol, les rendements d’extraction sont de 9.9% pour [IDextrait EM,

et (2.38%) EB > (2.17%) EP> (1.36%) EA.

Le dosage des produits du métabolisme secondaire (phénols totaux, flavonoides,
tannins condensés et saponines) a I’aide des molécules standards, a révélé la richesse des

extraits en ces compose avec des teneurs plus au moins importantes.

L’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits EM, EP, EA et EB par les tests du
piégeage du radical libre DPPH, nous a laissé constater que cette plante est riche en
composés biochimiques ayant des ECso compris entre 633.07ug/ml et 98.27 pg/ml et qui
sont importantes en comparaison avec la molécule standard, la vitamine E qui a un ECs de
22.58 pg/ml.

Une derniére partie des essais a été réalisée qui est le test de ’activité antimicrobienne
des extraits de E.ilicifollium contre treize (13) souches microbienne pathogenes
(procaryotes et eucaryotes), nous pouvons déduire a la lumiere des résultats obtenus de ces

essais que :

e [activité des extraits était plus au moins faible contre les bactéries a Gram
positif :  Staphylococcus aureus, MRSA, MSSA, Bacillus cereus et
Enterococcus faecalis, et a Gram négatif: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi et
Salmonella enteritidis, ou la souche révélée la plus sensible a nos extraits (EA)
est B.cereus dans les deux méthodes : diffusion sur gélose et contact direct sur
milieu liquide, notant la sensibilité de la souche P. aeruginosa a I’extrait EB

cette souche parait résistante aux antibiotiques.




Conclusion

e Les extraits n’ont aucun effet sur la croissance de la levure Candida albicans.

e Le test du pouvoir antifongique des quatre extraits contre deux souches de
champignons phytopathogenes qui sont Fusarium oxysporum f. sp. albedinis
et Fusarium culmorum, refléte ’activité de ces composés sur la croissance

microbienne avec une inhibition de la croissance allant jusqu’a un pourcentage

d’inhibition de plus de 70%.

Cette étude peut étre le premier pat dans le chemin de la découverte et de I’exploitation
des composés biologiquement actifs de I’espeéce Eryngium ilicifolium, en se basant sur la

poursuite des expérimentations qui seront a plusieurs niveaux :

» L’essai avec plus d’une méthode d’extraction en optimisant les conditions
physicochimiques ainsi que la technique pour pouvoir arriver a un maximum de
nombre d’extrait de différence qualitative et quantitative.

» L’identification chimique des extraits par les techniques d’analyse biochimique
(chromatographie et spectroscopie).

» L’évaluation de I’activité antioxydante par d’autres tests.

» Elargir le spectre des essais de 1’activité antimicrobienne par 1’augmentation du
nombre des souches bactériennes et fongiques testées ainsi que tester in vitro
I’activité antiparasitaire et antivirale de ces principes actif.

» Isolement par des méthodes d’analyse et séparation chimique des molécules
actives et étude de la réaction molécule active-cellule microbienne, en plus la
recherche de la synergie entre ces composés bioactifs et d’autres considérés

comme molécules antimicrobiennes.
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Annexe A
Tableau Al : Galerie biochimique classique des souches bactériennes testées.
S| 8|08 2le|lelclo|Q|T|gl| g
sl 2| a S| 8| | ol alo 3| B
Les Souches = % 5|3 g g % S| E|9|0|2 =
. ) - X 3+
bacterienne = S| 3 5 U§) o0
)
GlutLac+Sac+Gaz | + | + | + SO I DR I N S -
Escherichia coli +H,S-
Klebsiella pneumoniae | Glu+Lac+Sac+Gaz | + | - | + + -+ - - -]t
+H,S-
Pseudomonas Glu+Lact+Sac+Gaz + |+ | - + | - / - -+ |+ |+
aeruginosa +H,S-
Enterococcus Glu+LactSac+Gaz- | + | - - - - / - -+ | - -
faecalis* H,S-
Staphylococcus Glu+Lac+Sac+Gaz- | + | - - + | - [ |+ |+ |+ | -]+
aureus H,S-
Bacillus cereus GlutLac+Sac+Gaz- | - | + | - SO S A I S I -
H,S-

+ : réaction positive
- : réaction négative
/: test non réalisé
Glu : glucose

Lac : lactose

Sac : saccharose

*Plus le teste de I'esculine : Esculine +

Figure Al : Résultat de la galerie classique Staphylococcus aureus.




Annexes

Tableau A2: Galerie APl 20E
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S
=
=]
c
n X

+ : réaction positive
- : réaction négative
[: Test non réalisé

(@)

Figure A2 : Résultat de la galerie API 205, (a) : Salmonella enteritidis,

(b) : Escherichia coli.
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Tableau A3: Galerie APl Candida
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Figure A3 : Résultat de la galerie API Candida : Candida albicans.

Figure A4 : Milieux sélectifs pour I’isolement des bactéries.

Figure A5 : Extraction liquide-liquide par solvants de différente polarité.
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Annexe B

Coloration de Gram (Bousseboua, 2005)

1) Fixation du frottis de la suspension bactérienne par le séchage a la chaleur
douce sur une lame porte objet ;

2) Coloration primaire au violet de gentiane pendant 1 min;

3) Stabilisation de la coloration au lugol pendant 1 min ;

4) Décoloration par I’¢thanol a 95° pendant 30s ;

5) Contre coloration par une solution de fuschine diluée a 10% ou safranine
2.5%, pendant 20 a 30s.

Composition de certains milieux de culture

PDA (Potatoes dextrose Agar)

Infusion de pomme de terre 200 ml
Agar-agar 159
Glucose 20¢g
Eau distillée gsp 1L

Milieu MH (Muller-Hinton)

Infusion de viande de beeuf déshydratée 309
Hydrolysat de caséine 175¢g
Amidon de mais 15¢
Agar-agar 16 g

Eau distillée gsp 1L
pH final 72-74

BN (Bouillon Nutritif)

Peptone pancréatique 10¢g
Extrait de viande 5¢
Chlorure de sodium 5¢9

Eau distillée gsp 1L
pH final 72-74

Sabouraud gélose
Neopeptone 3049
Glucose 20¢g
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Agar-agar
Eau distillée

= Solution d’Agar 0,2%

Agar-agar
Eau distillée

» Réactif de MAYER
Chlorure de Mercure
lodure de potassium
Eau distillée

» Réactif de Wagner
lodure de potassium
lode
Eau distillée

209
gsp 1L

29
gsp 1L

1.36 g

59
100 ml

29
127 g
100 ml
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Annexe C

70
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Pourcentage d'inhibition T (%)

Foa

/

; F.Aw.i ——2,5mg/ml

il
& A - —m— 1mg/ml

A 0,5mg/ml

Figure C1 : Cinétique d’inhibition de la croissance fongique par I’extrait EA.

Foa: Fusarium oxysporum . f.sp . albedinis.

% L = B
o o o

Pourcentage d'inhibition T (%)
= N W =
o o o o

o

F124

// /././‘\,- —2,5mg/ml

/./ —— 1mg/ml
A

A 0,5 I
// —, & " ,5mg/m
A

Figure C2 : Cinétique d’inhibition de la croissance fongique par I’extrait EA.

F124: Fusarium culmorum
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Résumé

Ce travail a été réalisé dans le cadre d’une étude scientifique qui vise I’extraction, 1’analyse chimique et le test de
I’activité biologique des composés phytochimiques a partir de I’espéce Eryngium ilicifolium Lam. qui appartient a la
famille des Apiaceae. Deux procédés d’extraction ont été¢ employés pour avoir quatre types d’extraits, ’'un a donné
un extrait méthanolique (EM), et ’autre a donné trois extraits de polarité croissante : 1’extrait de 1’éther de pétrole
(EP), I’extrait d’acétate d’éthyle (EA) et I’extrait du n-butanol (EB). Les rendements des extractions ont varié entre
1.36% et 9.9%. Les tests phytochimiques préliminaires ainsi que le dosage des métabolites secondaires dans les
extraits de la plante ont montrés la présence de plusieurs groupes de métabolites secondaires avec des teneurs
variées: les composés phénoliques (flavonoides, tanins condensés), saponines et huiles essentielles. L’évaluation du
pouvoir antioxydant par le test du DPPH a révélé une activité des extraits en comparaison avec les antioxydants de
référence. Le test de ’activité antimicrobienne montre que les extraits ayant une action plus ou moins faibles contre
les bactéries avec une absence d’effet sur la levure tandis que pour les moisissures les extraits ont montré une bonne
activité.

Mots clés : Eryngium ilicifolium, métabolites secondaires, analyse chimique, activité biologique.
Abstract

This work was conducted as part of a scientific study that aims extraction, chemical analysis and testing biological
activity of phytochemical compounds from the species Eryngium ilicifolium Lam. which belongs to the family of
Apiaceae. Two extraction procedures were used for four types of samples, one gave a methanol extract (EM), and
the other gave three samples of increasing polarity: petroleum ether extract (EP), ethyl acetate extract (EA) and n-
butanol extract (EB). Extraction yields ranged between 1.36% and 9.9%. Preliminary phytochemical tests and the
determination of secondary metabolites in plant extracts have shown the presence of several groups of secondary
metabolites with various levels: phenolic compounds (flavonoids, condensed tannins), saponins and essential oils.
The Evaluation of antioxidant activity by the DPPH test revealed that the extracts are very active by comparison
with the reference antioxidants. The antimicrobial activity test showed that the extracts having more or less weak
action against bacteria with an absence of effect on the yeast while the extracts showed good activity against molds.

Key words: Eryngium ilicifolium, secondary metabolites, chemical analysis, biological activities.



