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Résume

Résumé

Notre travail porte sur I’étude des activités antioxydantes, antibactériennes et anti-inflammatoires des
extraits provennant de deux plantes médicinales de la région de Médéa : Globularia alypum et
Asparagus officinalis et 1’étude de la phytochimie de ces plantes. Les extraits ont été préparés, par
deux solvants, eau distillée a 1’état pur et éthanol+eau (70%+30%) afin de varier la polarit¢ du

solvant.

Les résultats indiquent que, les meilleurs rendements pour les deux plantes sont obtenus par 1’extrait
Ethanol+eau (70%+30%) de Tige herbacée d’Asparagus, et ’extrait Ethanol+eau (70%+30%) des
fleurs globulaire.

L’effet antibactérien des extraits est évalué par la technique de diffusion sur 1’agar vis-a-vis SixX
souches référentiels ATCC, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa,Bacillus subtilus, Enterococcus faecalis et Staphylococcus Epidermidus . Les extraits de
Globularia alypum et d’Asparagus officinalis ont montré une activité antimicrobienne contre la
plupart des souches testées, la meilleure activité inhibitrice était contre Enterococcus faecalis par les

racines d’asperge, et par les feuilles de globulaire contre Escherichia coli.

L’évaluation quantitative des composés phénoliques par la méthode de Folin & montré que la quantité

de polyphénols dans I’extrait de Globularia alypum est proche a celle d’Asparagus officinalis.

Le dosage des flavonoides par la méthode de trichlorure d’aluminium a révélé des bons teneurs pour

Globularia alypum et Asparagus officinalis.
Les extraits de Globularia alypum et d’Asparagus officinalis ont présenté une importante activité

anti-radicalaire envers le DPPH. L’EE-Fe, I’EE-Tf et 'EE-Ti présentent les extraits les plus actifs.

Lactivité anti-inflammatoire de I’extrait de Globularia alypum (38,97%) est importante et qui est

proche de la valeur trouvé en utilisent Ibuprofene comme référence (54,88%).

Mots clés : activité antimicrobienne, activités antioxydantes, polyphénols, flavonoides, Globularia

alypum, Asparagus officinalis, DPPH



Résume

Abstract

Our work focuses on the study of antioxidant and antibacterial activities of extracts from medicinal
plants, Globularia alypum and Asparagus officinalis and the study of the phytochemistry of these
plants. The extracts were prepared, by two solvents, distilled water in pure state and ethanole water at
70% and 30% in order to vary the polarity of the solvent.

The results indicate that, the best yields for both plants are obtained by the extract Ethanol+water
(70%+30%) of the buds of Asparagus and by the extract Ethanol+water (70%+30%) of the globular

flowers

The antibacterial effect of the extracts is evaluated by the agar diffusion technique against six ATCC
reference strains, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
subtilus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus Epidermidus. The extracts of Globularia alypum and
Asparagus officinalis showed antimicrobial activity against most of the tested microorganisms, the
best inhibitory activity was against Enterococcus faecalis by the asparagus roots, and also by the
globularia leaves against Escherichia coli.

Quantitative evaluation of phenolic compounds by Folin method showed that the amount of

polyphenols in Globularia alypum extract is close to that of Asparagus officanalis .

Flavonoid determination by aluminum trichloride method revealed good contents extract for
Globularia alypum and Asparagus officinalis.

Globularia alypum and Asparagus officanalis extracts presented significant anti-free radical activity
towards DPPH. EE-Fe, EE-Tf and EE-Ti presented the most active extracts which had significant
anti-free radical activity towards DPPH .

The anti-inflammatory activity of Globularia alypum extract (38.97%) is significant and which is

close to the value found using Ibuprofen as a reference (54.88%).

Keywords: antimicrobial activity , anti-free radical activity, polyphénols , flavonoides, Globularia

alypum , Asparagus officinalis, DPPH
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Depuis des milliers d’années, I’humanité a utilisé diverses plantes trouvées dans son environnement,
afin de traiter et de soigner toutes sortes de maladies, ces plantes représentent un réservoir immense
de composés potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont I’avantage d’étre d’une grande
diversité de structures chimiques et ils possédent un trés large éventail d’activité biologique.
Cependant, I’évaluation de ces activités demeure une tache trés intéressante qui peut faire ’intérét de
nombreuses études. Dans la lutte perpétuelle contre les infections microbiennes, les antibiotiques ont
¢té considérés comme 1’arme absolu. Mais le phénomeéne de I’antibiorésistance a travers les
différents genres et especes et les effets secondaires des médicaments de synthese, sous-estimé ont

remis d’actualité la phytophiliéres (Mazari et al., 2010).

L'Algérie de part sa grande superficie et la variation du climat en partant du nord au sud et de I’est a
I’ouest, la diversité des espéces se trouve confronté¢ a des variations de différentes natures ce qui
entraine une variation méme au sein d’'une méme espéce des lors qu’elle occupe des biotopes
différents.

Les plantes médicinales sont largement utilisées en médecine traditionnelle dans les traitements des
diverses pathologies et infections grace a leurs propriétés biologiques intéressantes, représentées
essentiellement par les activités anti-oxydantes et antimicrobiennes dus a leur richesse en composés

phénoliques (Hennebelle et al., 2004).

Les plantes ne sont pas seulement utilisées comme nourriture, mais grace a leurs avantages
médicaux, elles peuvent eégalement étre utilisées pour le traitement de diverses maladies. L'évaluation
de I'importance de leur potentiel peut donc aider & mieux comprendre la valeur médicinale de ces
plantes (Pandey et al., 2006). Pour cette raison, les plantes médicinales ou comestibles ont été
intensivement étudiées ces derniéres années afin de trouver des composés ayant des capacités
antioxydantes, capables de protéger contre un certain nombre de maladies (Kindl et al., 2015).

Le développement des techniques d’analyse chimique a permis de révéler qu’une espece végeétale
peut synthétiser des milliers de constituants chimiques différents, ceux-ci appartiennent a deux types
de métabolismes : primaire et secondaire. Le métabolisme secondaire, modelé par le temps et
I’évolution, caractérise le profil chimique original de chaque espéce végétale, conduisant a une

grande biodiversité moléculaire (Wichtel et al., 1999).

Un intérét considérable a été suscité aux huiles essentielles extraites a partir de plantes aromatiques
et dotées d’activités antimicrobiennes vis-a-vis des microorganismes pathogenes (Alzoreky et
Nakahava, 2003).
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Globularia alypum est une plante riche en minéraux et antioxydants telles que les composés
phénoliques. Cette fameuse espéce est dotée d’un pouvoir anti-inflammatoire, antidiabétique,

antibactérien, et utilisée pour le traitement des maladies gastro-intestinales (Khlifi et al., 2011).

Le genre Asparagus présente un intérét notamment pour leur utilisation nutritionnelle et médicinale.
Asparagus est une source précieuse de composes importants et de nutriments essentiels,
d'oligosaccharides (Fukushi et al., 2000). En outre, ces plantes contiennent des flavonoides
(principalement de la rutine) et des composés phénoliques, qui ont tous deux de puissantes propriétés
antioxydantes (Makris et al., 2001).

Quelles sont les plantes medicinales dans notre région ? Et quels sont les caracteristiques de ces
plantes ?

Dans cette optique, notre travail porte sur I’évaluation des activités biologiques de ’extrait aqueux et
éthanol+eau (70%+30%) d’Asparagus officinalis et de Globulaire alypum de la région de Médéa,

ainsi que la détermination de leur activité antioxydante, antibactérienne et anti-inflammatoire.

Notre mémoire est composé alors de deux grandes parties:

La premiéere partie propose une mise au point bibliographique. Elle est divisée en deux chapitres. Le
premier chapitre est consacré a 1’étude des plantes médicinales. Le second chapitre traite la
valorisation des ressources végétales par une meilleure connaissance de la composition chimique et

de I’activité biologique des extraits des plantes.
la seconde partie expérimentale est divisée en :

e une partie qui décrit en détail le matériel végétal et le matériel de laboratoire utilisées ainsi

que la démarche pratique adoptée pour la réalisation de ce travail a savoir :

1. D’évaluation de Dlactivité antioxydante de 1’extrait éthanolique de chaque plante selon la
méthode du piégeage du radical libre DPPH.

2. L’evaluation de I’activité antibactérienne des deux extraits vis-a-vis Six souche bactérienne
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidus, Escherichia coli, Enterococcus

faecalis , Bacillus sibtilus et Pseudomonas aeruginos).

3. L’évaluation de la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides dans 1’extrait éthanolique

des deux plantes.
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4. Levaluation de ’activité anti-inflammatoire des extraits de la tige de Globularia alypum.

e Une deuxiéme partie consacrée aux résultats obtenus et leur discussion.

Le manuscrit est achevé par une conclusion génerale et des perspectives.
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« Le don d’une plante utile me parait plus précieux que la
découverte d’une mine d’or et d’un monument plus durable qu’une
pyramide » Bernardin de Saint-Pierre.
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. CARACTERESTIQUE GENERALES DES PLANTES MEDECINALES

I.1. Les plantes médicinales
La définition d'une plante médicinale est trés simple. En fait il s'agit d’une plante qui  est utilisée
pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Elles sont des drogues végétales dont au moins une

partie possede des propriétés médicamenteuses (Farnsworth et al., 1986).

Environ 35 000 espéces de plantes sont employées par le monde a des fins médicinales, ce qui
constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains. Les plantes médicinales
continuent de répondre a un besoin important malgré I’influence croissante du systéme sanitaire
moderne (Elgaj et al., 2007)

Une plante médicinale est un végétal doué d’un effet thérapeutique sur 1’organisme sans étre toxique

a dose normale (Debuigne et al., 2009).

Les effets des plantes médicinales sont traditionnellement connus mais leurs vertus thérapeutiques

peuvent varier en fonction de la partie utilisée de la plante (Colette, 2004)

I.1.1.Conservation et stockage des plantes médicinales

Des conditions de stockage sont indispensable pour garantir la qualité des plantes médicinales, ce
stockage s’effectuera dans un locale aéré, sec, obscur a une température comprise entre 15 et18°C ;

cet endroit sera maintenu en excellent état de propreté (Ghestem et al., 2008).

Les durés limites de bonne conservation sont les suivantes :

v 1 a2 ans pour les organes fragiles les fleurs, feuilles, sommités fleuries

v 2 a4 ans pour les organes résistant les racines, écorces

Un soin particulier devra étre apporté a I’emballage en préférant le métal, le carton (Catier et al.,

2007).

1.1.2.Parties utilisés

Les différentes parties des plantes utilisée dans la pharmacopée traditionnelles, sont de véritables
usines chimiques, qui produisent des substances naturelles biologiquement actives. la récolte des
plantes se fait au moment ou la teneur en substances actives est a son point optimal (Schauenberg et
al., 2010).
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Nous pouvons citer comme exemples de parties utilisées, les racines, les écorces, les sommités
fleuries, les feuilles, les fleurs, les fruits ou encore les graines et elles peuvent étre gardées entieres

ou fragmentées, Dans certain cas en peut utiliser la plante entiére (Chabrier, 2010).

1.1.3.Les types de préparation

L’utilisation des plantes médicinales dans le traitement s’effectue par plusieurs méthodes :

e Infusion : elle consiste a verser de I’eau bouillante sur les plantes ( ou encore a déposer les
plantes dans le récipient contenant 1’eau bouillante) au moment précis ou I’eau entre en
¢bullition. On couvre le récipient et en laisse infuser le temps nécessaire, le temps d’infusion
est variable suivant la nature de la plante de dix minute a une heure (Debuigne et al., 2009).

e Décoction : Elle consiste a maintenir la drogue avec de I'eau a ébullition pendant une durée
de 15 a 30 minutes. Elle convient aux plantes "dures " (écorces, racines, fruits et certaines
feuilles). (Sebai et Boudali, 2012)

e Macération : solution obtenus en traitant pendant un temps plus au moins long une plante
par immersion dans 1’eau froide, de I’huile pour extraire les principes solubles (Beloued
,2009).

e Cataplasme : consiste a faire chauffer la plante pendant 2min, la presser pour en extraire le

liquide ensuite appliqué sur la peau.(lIsrin, 2008).

I.2.Importance des plantes médicinales

L’organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS, 2002), estime qu’environ 80% de la population
mondiale dépend de la médecine traditionnelle pour les soins de santé primaires. Plus de la moitié de
la population mondiale utilise principalement des plantes médicinales pour se soigner (Sheng-Ji,
2001).

Les plantes médicinales servent pour la production de produits pharmaceutiques, thés, onguents,

crémes et autres produits naturels (Farnsworth et Soejarto, 1991).

Environ 90 espéces servent a la production des médicaments industriels les plus importants et les
remedes traditionnels utilises dans les pays en développement sont généralement élaborés a partir de
mélanges d'herbes issus de collectes sauvages (Farnsworth et Soejarto, 1991). Les plantes sont
donc la source principale de substances actives, et pas uniquement dans la médecine traditionnelle.

I.3.La Phytothérapie

La phytothérapie (En grec, Python = vegétal et Therapein = soigner) peut donc se définir comme

étant une discipline allopathique destinée a prévenir et a traiter certains troubles fonctionnels et/ou
7
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certain états pathologique au moyen de plantes, de partie de plantes ou de préparation a base de

plantes, qu’elles soient consommés ou utilisé en voie externe (Wichtl et al., 2003).
Seules les plantes ayant fait preuve de leurs vertus médicinales ont un intérét en phytothérapie.

Les parties les plus concentrées en principes actifs seront choisies donc il peut s’agir de la plante
entiére, des feuilles, de la tige, des rameaux, des sommités fleuries, de 1’écorce, des racines, des fruits

ou des fleurs, utilisées fraiches ou seches. (Bourry, 2013).

Une telle définition devrait inclure, d’apres (Sofowora, 2010) les cas suivants :

- Plantes ou parties de plantes a usage médicinal dans des préparations Galéniques (Décoctions,
infusions, etc. . .) comme I’écorce de bourdaine.

- Plantes utilisées pour I’extraction des substances pures soit pour usage médicinal direct ou pour
I’hémi synthése de composés médicinaux.

- Aliments, épices et plantes de parfumerie a usage médicinal, comme le Gingembre.

- Plantes microscopique (Champignons, actinomycetes) employées pour l’isolement de produit
pharmaceutiques, en particulier d’antibiotiques.

On peut citer 1’ergot du seigle (Claviceps purpurea) ou (Streptomyces guseus).

-Plantes a fibres (comme le coton, le lin, le jute) utilisées pour la préparation des pansements

chirurgicaux.

La phytothérapie est profonde, douce et respectueuse du corps : Tout cela est vrai mais pourquoi ?
L’action de la plante selon Scimeca en (2006) est :

e Pharmacologie et rationnelle : Car c’est la présence de molécules trés complexes (les
principes actifs) que la plante agit.

e Systématique et holistique : Car une plante n’agit pas sur un seul organe ou une seule cellule
mais sur un organisme entier, ¢’est un systéme complexe de millions de molécules (la plante)
qui entre en résonances avec un autre systéme complexe de molécules (L’étre humain).

e Globale : Par cette notion de Totum qui est le terme propre a la Phytothérapie pour indiquer
gue dans une plante, tout agit. La plante entiere a toujours une action plus douce, plus large et

plus profonde que la substance dite active ou isolée (Tétau, 2005).

I.4.Différents types de la Phytothérapie

Selon Strang (2006). La phytothérapie est devisée en cing types différents selon leur mode

d’utilisation.
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» L’Aromathérapie : Est une thérapeutique qui utilise les essences des Plantes, ou huiles
essentielles, substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de plantes, ces

huiles sont des produits complexes a utiliser souvent a travers la peau.

» La Gemmothérapie : Elle fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de

végétaux tels que les bourgeons et les radicelles.

Ces préparations existent aussi sous forme plus moderne de gélule de poudre de planteséche que le

sujet avale.

» L’Homéopathie : Cette derniére a recours aux plantes d'une fagon prépondérante mais non
exclusive ; les trois quarts des souches sont d'origine végétale, le reste étant d'origine animale

et minérale.

» La Phytothérapie pharmaceutique : Ce type base essentiellement sur des produits
d’origines végétales obtenus par extraction et qui sont dilués dans de l'alcool éthylique ou un
autre solvant. Ces extraits sont doses en quantités suffisantes pour avoir une action soutenue

et rapide. Ils sont présentés sous forme de sirop, de gouttes, de gélules, de lyophilisats...etc.

1.5.Les éléments actifs des plantes médicinales

Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de base (Acides
nucleiques, lipides, protéines, acides aminés et glucides). Les plantes produisent, en plus, un grand
nombre de composés qui ne sont pas issus directement lors de la photosynthese, mais résultent des
réactions chimiques ultérieures. Ces composés sont appelés métabolites secondaires. De nos jours, un
grand nombre de ces composes sont utilisés en médecine moderne et une majorité de ceux-ci le sont

selon leur usage traditionnel.

1.5.1.Les Terpénes:

Contient une unité a cing atomes de carbones appelé isoprene (Figure 2) de formule C5H8 , (Cité par
Girouard et al2000). Plusieurs sont isolés a partir des fleurs, des tiges, des racines et différent partie
des plantes (Hartwig et al., 2006).

Les terpenes sont classés en fonction du nombre d’unité isopréne qui les composent (monoterpéne ,
diterpéne ..ect) (Mc Murry et al., 2009).

De nombreux compose terpénique sont employé en parfumerie et cosmétique ou dans divers ses
autre industrie (alimentaire comme aditifs), plusieurs d’entre eux jouent des roles biologiques

importants (antimicrobien, insecticide ...ect) (Jamart et al., 2009 ; Ayad, 2008).

9
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Figure 1 : exemples de quelques monoterpenes (Ayad , 2008)

1.5.2.Les Alcaloides :

Les Alcaloides forment un groupe important de substances naturelles d’intérét thérapeutique par leur
diversité¢ structurale et I’éventail de leurs activités pharmacologiques. Ce sont des substances
organiques azotées, a propriétés basiques et présentant une forte activité antioxydante, ils ont une
structure complexe, leur atome d'azote est inclus dans un systeme hétérocyclique (Figure 2)

(Bruneton, 1999 ; Diallo, 2005).

CH,
/ ~ H
NY‘: H,C— M on
f H 0
0—C—CH
I
0 CHOH N
Atropine e OoH Hicotine

Figure 2: Structures de quelques alcaloides (Bouchelta et al, 2005).

Les alcaloides sont des substances organiques azotées d'origine végétale, de caractere alcalin, et de

structure complexe (Noyau hétérocyclique), on les trouve dans plusieurs familles des plantes,

la plupart des alcaloides sont solubles dans I'eau et I'alcool et ont un gout amer et certains sont

fortement toxiques (Wichil et Anton, 2009).

Certains alcaloides sont utilisés comme moyen de défense contre les infections microbiennes

(Nicotine, cafeine, morphine, lupinine) (Hopkins, 2003).

10
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1.5.3. Les Huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des mélanges de composés aromatiques des plantes. Ce sont des extraits
volatils et odorants que I'on extrait de certains végétaux par distillation a la vapeur d'eau, solvant,
pressage ou incision des végétaux qui les contiennent. Elles se forment dans un grand nombre de
plantes comme sous-produits du métabolisme secondaire. Les végétaux sont plus riches en essences
dans une peériode chaude et ensoleillée: ce sera donc le meilleur moment pour les cueillir
(Mohammedi, 2006).

La composition des huiles essentielle est trés complexe, il existe deux type chimique : les composes

terpéniques et Les composés aromatiques dérivés du phényl propane (Charpentier et al., 2004).

CH= CH=>
O

o

| o B = fat & HaC CHs

Figure 3: structure de quelques huiles essentielles (Schwammele, 2001)

1.5.4.Les composes phénoliques :
1.5.4.1. Polyphénols
Les polyphénols, groupe de molécules de structures variées, trouvent d’ores et déja une large

utilisation en phytothérapie (Hennebelle et al., 2004).

Ce sont des métabolites secondaires qui se trouvent dans toutes plantes et dont vertus thérapeutique

des plantes médicinales sont attribués. (Balasundram et al., 2006).

Les composée phénoliques ont tous en commun la présence d’un cycle benzénique ou plusieurs
portant une ou plusieurs fonction hydroxyles libre ou engagés dans une autre fonction chimique

(ester, osidique). leur poids moléculaire varie 500 a 3000 Dalton (Macheix et al., 2006).

Les composés phénoliques forment une grande classe de produits chimiques qu'on trouve dans les
plantes au niveau des tissus superficielles, ils sont des composés photochimiques poly hydroxylés et
comprenant au moins un noyau aromatique a six carbones. Ils subdivisent en sous classe principales ;

les acides phénols, les flavonoides, les lignines, les tanins (Sarni-Manchado et Cheyiner, 2006).

11
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Comme ces molécules constituent la base des principes actifs que I'on trouve chez les plantes, elles
ont un réle principale a la vie de plante, a la défense contre les pathogenes ; principalement les
moisissures et les bactéries phytopathogénes et la protection contre les rayonnements UV ; sachant

que tous les composés phénoliques absorbent les rayonnements solaires (Sarni-Manchado et

Cheyiner, 2006).
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Figure 4 : structures de quelques de polyphénols (Bruneton, 1999).

1.5.4.2.Flavonoides

Les flavonoides (du latin flavus, jaune) C’est le groupe le plus répandu des composés phénoliques
dans le regne végetal, ont un squelette de base de quinze atomes de carbones qui sont arrangés a une
configuration C6-C3-C6 (Figure 8), constitués de 2 cycles aromatiques A et B reliés par une chaine

en C3 qui forme un hétérocycle oxygéné C (Guignard, 2001),

Les flavonoides sont considérés comme des pigments universels des végétaux, ou sont responsables
des couleurs vives des fleurs, fruits et feuilles, les anthocyanes pigments rouge ou bleu, les flavones

et les flavonols de couleur créeme ou jaune clair (Marfak, 2003).

Figure 5 : Structure chimique générale des flavonoides (Havsteen, 2002).

12



Chapitre | Partie bibliographique

I1. Les activités biologique
I1.1.Activité antibactérienne

11.1.1.Effet bactéricide et bactériostatique

Les vertus antimicrobiennes des plantes médicinales sont connues et utilisés depuis longtemps, mais
cette utilisation se basait sur des pratiques traditionnelles et des applications sans bases scientifiques
précises (Hala, 2000).

A la maniére des agents chimiques, on distingue deux sortes deffets de ces plantes sur les
microorganismes : une activité létale dite bactéricide et fongicide et une inhibition de la croissance

dite bactériostatique (Carson et Riley, 1995).

11.1.2.Activités liés a la composition chimique des plantes médicinales

L’activité antimicrobienne des extraits des plantes médicinales est principalement liée a leur
composition chimique et en particulier a la nature de leurs composés majoritaires.

En effet, il est admis que I’activité antimicrobienne de ces plante se classe dans I’ordre décroissant
suivant la nature de leurs composés majoritaires : Phénol > alcool > aldéhyde >cétone > oxyde >

hydrocarbure > ester (Lee et al., 1971, Franchomme, 1981).

11.1.3.Le mode d’action

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des plantes, il est probable que
leurs activités antimicrobienne ne soit pas attribuable a un mécanisme unique, mais a plusieurs sites

d’action au niveau cellulaire (Carson et al., 2002).

Le mode d’action est dépend en premier lieu du type et des caractéristiques des composants actifs, en
particulier leurs propriétés hydrophobe qui leurs permet de pénétrer dans la double couche
phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne. Cela peut induire un changement de
conformation de la membrane, une perturbation chémo-osmotique et une fuite d’ions K+ : ce
mécanisme a été observé avec 1’huile de 1’arbre a thé sur les bactéries Gram+ (S. aureus) et Gram-
(E. coli) et levure (Candida albicans) in vitro (Cox et al, 2000, Carson et al, 2002, Ultée et al,
1999). Ont montré que le carvacol provoque un effet inhibiteur chez Bacillus cereus, cet effet réside
dans une forte diminution de 1’ ATP intracellulaire, une réduction du potentiel membranaire et du pH
intracellulaire et aussi une influence sur le flux de potassium (intra et extracellulaire). Ceci témoigne

de ’endommagement de la membrane cytoplasmique.

13
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Le mode d’action des extaits des plantes médicinales dépend aussi du type de microorganismes : en
général, les bactéries Gram- sont plus résistantes que les Gram+ a cause de la structure de leurs
membranes externes. La membrane extérieure des Gram- est plus riche en lipo-polysaccharides
(LPS) et en protéines que celle des Gram+ qui la rend plus hydrophile, ce qui empéche les terpénes
hydrophobes d’y adhérer. Néanmoins, certains composés phénoliques de bas poids moléculaire
comme le thymol et le carvacrol peuvent adhérer a ces bactéries par fixation aux protéines et aux
LPS membranaires grace a leurs groupes fonctionnels et atteindre ainsi la membrane intérieure plus

vulnérable (Dorman et Deans, 2000).

11.1.4. Méthodes de détermination d’activité antimicrobienne

A I’heure actuelle, I’activité antimicrobienne in vitro d’une substance peut étre mise en évidence par
un grand nombre de techniques classiques, aussi bien en milieu solide qu’en milieu liquide

(Rhayour, 2002).
11.1.4.1. Techniques en milieu liquide

A/ Méthode des disques de Sarbach

L’essence est déposée a différentes concentrations sur des disques en papier filtre de 9 mm de
diametre, I’ensemble est placé dans des tubes a essai, dans chaque tube est réparti un certain volume
de bouillon nutritif ensemence. Une agitation mécanique est assurée pendant toute la durée de
I’incubation. L’action bactéricide totale est confirmée par repiquage en milieu liquide d’une anse
prélevée sur le milieu liquide de subculture. Le pouvoir bactéricide partiel est apprécié par

I’évaluation du pourcentage de survivants par repiquage en milieu solide (Rhayour, 2002).
B/ Méthode de Maruzuella

Elle permet I’é¢tude du pouvoir bactéricide en bouillon. Les solutions méres sont préparées dans
I’éthanol 95%, la solution alcoolique est ensuite répartie a différentes doses dans le milieu liquide
préalablement ensemencé. Apres la durée d’incubation, on effectue des subcultures qui permettent

d’évaluer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) (Rhayour, 2002).

11.1.4.2. Techniques en milieu solide

A/ Méthode de diffusion en puits ou en cylindre
La méthode consistait a découper un trou circulaire vertical dans la gélose et a y verser une solution

d'extraits de concentration connue. L’extrait diffus radialement créait une zone d'inhibition circulaire
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a la surface de la gélose préalablement ensemencée avec la suspension bactérienne (Dorman et
Deans, 2000).

B/ Aromatogramme

L’aromatogramme est basé¢ sur une technique utilisée en bactériologie médicale, appelée
antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore méthode des disques. La
technique consiste a utiliser des disques de papier imprégnés d’une quantité variable de I’extaits de
plante sélectionnée. Les disques sont déposés a la surface d’une gélose uniformément ensemencée
avec une suspension de la bactérie a étudier. Aprés incubation, 1’absence de la croissance bactérienne
se traduit par un halo translucide autour du disque (zone d’inhibition) dont le diamétre est mesuré par
cm ou mm. (Fauchere et Avril, 2002)
J

| Ensemencement de la edlose e
| en mappe par 1ml de Finocuhen hge=

Doite de pém

Gelose Mucller Hinton

| Depol asepligque d'un discue
mmbibe de Fhwile essenticlle

Z: zone d'mhibition

Crois=simce nucrobienne

Figure 6 : Illustration de la méthode d’aromatogramme sur boite de Pétri (Zaika, 1988).

11.2.Activités antioxydantes

11.2.1.Le stress oxydatif
Le stress oxydatif corresponds au déséquilibre entre la génération des espéces réactives de L oxygene
et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs, c-a-d un déséquilibre

profond de la balance entre les prooxydants et les antioxydants impliquant la production d’espéces

réactives de 1’oxygéne (Pincemail et al., 1999, Boyd et al., 2003, Pelletier et al., 2004).

Ces especes sont des radicaux libres qui dérivent de la molécule d’oxygéne, par addition d’un
électron. Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons non

appariés (Jacques et al., 2004),
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Cette molécule est tres instable et réagie rapidement avec d’autres composants, essayant de capturer
I’¢électron nécessaire pour acquérir la stabilité, une réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre
attaque la molécule stable la plus proche, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre (
Martinez-Cayuela, 1995).

Acquérir la stabilité, une réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable
la plus proche, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre (Martinez-Cayuela,
1995).

Les principales espéces réactives de 1’oxygéne sont: I’anion superoxyde (02), le peroxyde
d’hydrogéne (H202) ou le radical hydroxyle (OH®) et le monoxyde d’azote (NO).(Gutteridge et
al., 1993. Jacques et al., 2004).

11.2.2. Conséquences biologiques du stress oxydant

Elles seront extrémement variables selon la dose et le type cellulaire. De légers stress augmenteront
la prolifération cellulaire et 1’expression de protéines d’adhésion, des stress moyens faciliteront
I’apoptose, alors que de forts stress provoqueront une nécrose et des stress violents désorganiseront
la membrane cellulaire, entrainant des lyses immédiates. De nombreuses autres anomalies
biologiques sont induites par le stress oxydant : mutation, carcinogénése, malformation. Des feetus,
dép6t de protéines anormales, fibrose, formation d’auto-anticorps, dépbt de lipides oxydés,

immunosuppression (Favier, 2003).

11.2.3. Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances permettant de prévenir ou de retarder I’oxydation catalytique et
le rancissement naturel (Madrid Vicente, 2000). Ces propriétés expliquent le grand intérét pour leur
utilisation comme additif dans les domaines alimentaires, cosmétique et pharmaceutique. Ces
molécules sont capables d’interagir sans danger avec les radicaux libres avant que les molécules

vitales ne soient endommageées.

Chaque molécule antioxydante ne peut réagir qu’avec un seul radical libre et par conséquent, il faut

constamment refaire le plein de ressources antioxydants (Pelli et al., 2003).

Elles sont présentes dans nos aliments, soit sous forme naturelle, soit sous forme d’additifs utilisés

dans I’industrie agroalimentaire (Tanguy et al., 2009).
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11.2.4.Classification des antioxydants
11.2.4.1.Classification en fonction de type d’action

Les antioxydants primaires sont les molécules qui permettent le piégeage des radicaux libres et celles
qui n’impliquent pas directement la captation des radicaux libre sont considérées comme
antioxydants secondaires, elles agissent comme chélateurs d’ions capables de catalyser 1’oxydation,
en transformant les hydro peroxydes en espéces non radicalaires. Il existe aussi des antioxydants
montrant une activité antioxydante uniquement en présence d’autres antioxydants comme [’acide

citrique par exemple (Pokorny, 2007).

11.2.4.2.Classification par voie d’obtention

Elles peuvent étre obtenues par : Synthése chimique, on parle des antioxydants synthétiques, ou par

extraction a partir des sources naturelles, on parle des antioxydants naturels.

11.2.5. Les sources d’antioxydants

En plus des substances propres a 1’organisme, les médicaments, 1’alimentation et les plantes peuvent

étre également des sources d’antioxydants.
11.2.5.1. Les polyphénols

Sont des métabolites secondaires d'un poids moléculaire élevé. Ils sont largement distribués dans le
régne végeétal, ont des propriétés antioxydantes. Les flavonoides peuvent agir de différentes facons
dans les processus de régulation du stress oxydant : par capture directe des espéces réactives de
I’oxygene, par chélation de métaux de transition comme le fer (empéchant ainsi la réaction de
Fenton) ou par inhibition de I’activité de certaines enzymes responsables de la production des ERO

comme la xanthine oxydase (Charles, 2013).

11.2.5.2. La vitamine C ou acide ascorbique

C’est un puissant réducteur. Il joue un réle important dans la régénération de la vitamine E. Il est

présent dans les légumes, le choux, le poivron, les agrumes (Ekoumou, 2003).

11.2.5.3. La vitamine E ou tocophérol

Prévient la peroxydation des lipides membranaires in vivo en capturant les radicaux peroxyles. Elle
est présente dans les huiles végétales, les noix, les graines, le lait, les ceufs et les 1égumes a feuilles

vertes (Ahamet, 2003).
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11.2.5.4. Le B-caroténe
En outre I’activité pro vitaminique A, posséde la capacité de capter I’oxygene singulet. Il est retrouvé

dans les légumes verts, les épinards, la salade, les carottes, I’abricot, le melon, la papaye et d’autres

fruits jaunes (Ahamet, 2003).

11.2.6. Antioxydants naturels
En ce qui concerne les plantes médicinales bien connues et économiguement importants, nous

pouvons citer 1’ail et le ginkgo qui sont utilisés dans le traitement des maladies cardio-vasculaires et

circulatoires dues au vieillissement (Igor Passi, 2002).

11.2.6.1. Les flavonoides
Les flavonoides sont des pigments polyphénoliques qui sont responsable dans la plupart des

colorations des fleurs et des fruits. Ils possedent de nombreuses vertus thérapeutiques Des
flavonoides comme I’hespéridine et la rutine, présentes dans plusieurs plantes. Les relations structure
activités antioxydantes des flavonoides et des composés phénoliques ont montré que I’activité

antioxydante était déterminée par la position et le degré d’hydroxylation (Igor Passi, 2002).

11.2.6.2. Les phénols
Il existe une trés grande variété de phénols, de composés simples comme 1’acide salicylique, a des

substances plus complexes comme les composés phénoliques rattachés les glucosides. Les plantes
produisent le phénol pour prémunir contre les infections et les insectes phytophages. Les acides
phénoliques sont fortement antioxydants et anti-inflammatoires et peuvent avoir des propriétés
antivirales. Parmi les dérivés phénoliques, le resvératrol posséde de fortes propriétés anti oxydantes
(Igor Passi, 2002).

11.2.6.3. Les coumarines
Les coumarines se trouvent dans de nombreuses espéces végétales et sont capables de prévenir la

peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et
peroxyles.Les conditions structurales requises pour 1’activité antiperoxydante sont similaires a celles

signalées pour les flavonoides (Igor Passi, 2002).

11.2.6.4. Les tanins
Toutes les plantes en contiennent a des degrés différents. Ce sont des composés polyphénoliques qui

permettent de stopper les hémorragies et de lutter contre les infections. Les plantes riches en tanins
sont utilisées pour retendre les tissus souples, pour drainer les sécrétions excessives, et pour réparer

les tissus endommagés par un eczéma ou une brdlure
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Ces tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques donc des radicaux tanniques
plus stables sont alors formés, ce qui a pour conséquence de stopper la réaction en chaine de
I&#39;auto oxydation des lipides (Cavin, 1999).

11.3. Activités anti-inflammatoire

11.3.1. Définition de I’inflammation

L'inflammation ou réaction inflammatoire est la réponse des tissus vivants, vascularisés, a une
agression d’origine physique, chimique ou biologique dans le but de maintenir son intégrité.
L'inflammation est un processus habituellement bénéfique : Son but est de mobiliser le systéme
immunitaire afin d'éliminer l'agent pathogéne et de réparer les lésions tissulaires. Parfois
I'inflammation peut étre néfaste du fait de l'agressivité de l'agent pathogene, de sa persistance, du

siege de I'inflammation, ou encore de régulations anormales du processus inflammatoire.

11.3.2. Les anti-inflammatoires
La thérapeutique anti-inflammatoire est généralement menée par des molécules de synthéses du type

anti-inflammatoire non stéroidien (AINS) ou stéroidien (corticoides), médicaments largement utilisés
mais dont les effets secondaires sont parfois graves, en particulier la toxicité sur le systeme rénal et

digestif (irritations digestives pouvant aller jusqu’a ’ulcération gastrique) (Das, 2011).

11.3.2.1. Les anti-inflammatoires non stéroidiens
Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont des médicaments a propriétés anti-

inflammatoires, antipyrétiques et analgésiques. lls présentent une grande hétérogénéité chimique
mais ils ont en commun I’inhibition non sélective de 1’enzyme cyclooxygénase (COX) (Bidaut-
Russel, 2001). Les AINS traditionnels inhibent les deux enzymes capables de synthétiser des
prostaglandines : la COX-1 et la COX-2. Les prostaglandines produites par la COX-1 jouent surtout
un role physiologique (en particulier la protection gastrique), alors que celles produites par la COX-2
sont surtout produites dans des conditions inflammatoires (Vonkeman et al. 2008).

111.3.2.2 Les anti-inflammatoires stéroidiens
Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou les glucocorticoides se sont des dérivés du cortisol. lls

représentent le traitement le plus efficace utilisé pour les maladies inflammatoires chroniques tel que
I’arthrite rhumatoide et les maladies auto-immune (Payne et Adcock, 2001).

L’usage des glucocorticoides est associé a de nombreux effets indésirables, le risque d'apparition de
ces effets s’accroit avec le prolongement de la durée du traitement. Conduisant a des troubles aigus

tels que I’hypertension artérielle et d’ulceres gastro-duodénaux (Henzen, 2003).
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11.3.2.3.Les anti-inflammatoires naturelles
Les effets anti-inflammatoires des polyphénols, qui peuvent étre exercées au niveau moléculaire,

sont dépendants de la structure spécifique des composés polyphénoliques. Les fonctions de
macrophage, y compris la production de cytokines, peut également étre affectée par certains
flavonoides par la modulation de la cyclo-oxygénase inductible (COX-2) et I’oxyde nitrique synthase
inductible (iNOS). Plusieurs études expérimentales ont rapporté les effets immunomodulateur des
composés polyphénoliques sur I'immunité humorale et cellulaire (Neyestani, 2008 ; Madhuri et al.,
2008).

I11. Description des plantes médicinales choisies
I11.1.Globularia alypum

111.1.1.Description botanique et systématique

La plante Globularia alypum autrement appelée Globularia est une plante classique appartenant a la
famille des Globulariacées comprend deux genres dont Globularia et Poskea et d’environ trente

especes repandus en Europe et en Afrique du nord (Quezel et Santa, 1963).

Les plantes du genre Globularia sont vivaces arbustes rameux d’environ 60 cm de hauteur (30-
60cm), a feuilles alternes, dont les fleurs groupées en capitules plus ou moins globuleux entourés de
bractées. Les fleures ont une corolle a deux lévres, la supérieure bilobée souvent atrophiée,

I’inferieure trilobée. Elles sont en général bleues, a quatre étamines (Leporatti et Ghedira, 2009).

Les feuilles toutes éparses sur les rameaux, coriaces, persistantes, glauques, de forme ovale ou
oblongue, atténuées en court pétiole et disposées le long et au sommet des tiges trés rameuses en

buisson et ordinairement dressées (Beniston et Beniston, 1984).

La période de la floraison se situe en hiver au début du printemps (janvier a mars/avril). Son nom
Globularia fait référence a la forme globuleuse de I’inflorescence et le terme alypum vient du grec
alypon qui signifie calmer la douleur. Globularia alypum appelée communément Tasselgha (Boutiti,
2007), « Chebra », « Chelr'a », « Zerga », « zeriga », « zouitna », « alk », « haselra », « oulbarda »
(Chograni et al., 2011).
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Figure 7 : Globularia alypum [Prise Personnelle2021 ].

111.1.2. Répartition géographique de Globularia alypum
Cette plante originaire de sud de I’Europe sur le pourtour méditerranéen jusqu’en Grece, Afrique du

nord (Algérie, Maroc jusqu’au Sahara) et Asie mineure (Egypte) en forets, dans les terrains
rocailleux (Boutiti, 2007).

111.1.3.La Taxonomie de Globularia alypum
La Taxonomie de Globularia alypum, est donnée selon Quezel et Santa (1963):

Tableau 1 : La Taxonomie de Globularia alypum (Quezel et Santa., 1963).

Regne Plantae

Sous-régne Trachebeonta
Division Magnoliopsida
Classe Dicotyledone

Sous classe Asteridae

Ordre Scrophulariales
Famille Globulariaceae
Genre Globularia

Espece Globularia alypum L.

21




Chapitre | Partie bibliographique

I11.1.4. Principes actifs majeurs

L'étude de la composition chimique de la plante a été réalisée dans un but de découvrir les principaux
produits naturels responsables de ces différentes activités therapeutiques. Plusieurs métabolites

secondaires ont été mis en évidence :

» Des acides phénols: acide p-hydroxybenzoique, acide vanillique, acide syringique,acide
cafeique, acide 3-résorcylique, acide sinapique, acide p-coumarique et acide férulique. (Ben
Hassine et al., 1982).

» Des flavonoides: La 4',7-dihydroxyflavone , I'apigénine-7-glucoside, le quercétol, le
lutéoline-7-glucoside, la bayine et le rutoside. (Ben Hassine et al., 1982).

> Des iridoides: la globularine (Maio et Panizzi, 1966), la Globularimine , la globularinine

(Chaudhuri et Sticher, 1979) , la globularicisine, la globularidine (Chaudhuri et Sticher, 1981),

le globulanoside. (Es-Safi et al., 2006).

» Un aryle glucoside: la Syringine, un lignane diglucos :liriodendrine. (Chaudhuri et Sticher,
1981)

» Des anthocyanes: la cyanidine et la paéonidine.

» Des phenyl ethanoides, (Es-Safi et al., 2007).

111.1.5. Usage traditionnel et courant
Les feuilles de Globularia alypum pourraient étre utilisées comme une source potentielle

d’antioxydants naturels. (Khlifi et al., 2005; Ben Mansour et al., 2012).

Elles sont utilisées aussi dans le traitement des maladies de la peau, et des troubles digestifs, y

compris, 1’estomac, douleur intestinales (Ben Mansour et al. 2012).

Ses feuilles traditionnellement utilisées comme agent hypoglycémiant, laxatif, cholagogue,

stomachique, sudorifique et purgative. (Merghache et al., 2013).

Elle est utilisée en médecine populaire pour le traitement des rhumatismes, la goutte, la typhoide, la
fievre intermittente et le diabete. (Ferhi et Aiache, 2010).

11.1.6. La composition chimique et Activités biologiques

La littérature mentionne 1’isolement et la caractérisation de plusieurs composés de genre Globularia.
Ce sont essentiellement des flavonoides, des polyphénols, des tannins, des anthocyanines (Khlifi et
al., 2011), Glucoside (globularine), résine, mucilages, tanin, choline, chlorophylle, acide-cinnamique,

acide globularigue (Chograni et al., 2011).
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Les iridoides glycosides constituent également des métabolites secondaires du genre Globularia. Ils
comprennent un cyclopentane et des cycles pyranique. Ces structures sont connues pour leurs

diverses activités biologiques (Es-safi et al, 2006).

Les études montrent que la Globulaire est indiquée comme purgative, sudorifique, dépurative,
antiseptique, antimycosique, cicatrisante, astringente et diurétique (Bellakhdar et al, 1991, Fehri et
Aiache, 2010).

Des études bibliographiques confirment que les especes du genre Globularia présentent des activites:
antituberculose, cytotoxiques, antioxydantes et antidiabétique (Skim et al, 1999 ; Jouad et al, 2002;
Es-safi et al., 2006 ; Harzellah et al., 2010).

111.2. Asparagus officinalis
111.2.1. Description botanique et systématique

C’est une plante herbacée vivace. Porte-greffes rampant, épais, tubéreusement enflé, a jointures
courtes. Hauteur : 60 a 150 cm. Tiges a ramifications multiples, 2 a 6 tiges en forme d’aiguille dans
les verticilles. Fleur : Périanthe ordinaire (actinomorphe), jaune blanchatre-verdatre, large de 4 a 6
mm, fusionnée, a 6 lobes. Fleurs males périanthe étroitement campanulée, fleurs femelles et
bisexuelles presque sphérique. Etamines 6. Gynoecium fusionné, style unique. Fleurs solitaires ou en
paires — verticilles de quelques fleurs a ’aisselle des feuilles. Feuilles : Rudimentaires, écailles. Tiges

axillaires en forme d’aiguille, verticillées. Fruit : Fruit rond, d’abord vert, de 6 a 10 mm (0,24 a 0,4

po) de largeur lorsqu’il est d’orange mitire (Anonyme, 2012, Grubben, 2004).

Figure 8 : Asparagus officinalis. [Prise Personnelle 2021].

23



Chapitre | Partie bibliographique

111.2.2.Répartition géographique de Asparagus officinalis

La plante a éte distribuée en Europe centrale et méridionale, au Moyen-Orient, en Sibérie occidentale
et en Afrique du Nord. Elle a été cultivée dans de nombreux endroits. Elle a été distribuée en :
Algérie, Maroc, Tunisie (Afrique); Afghanistan, Iran, Irak, Liban, Syrie, Turquie, Arménie,
Azerbaidjan, Géorgie, Fédération de Russie, Kazakhstan, Mongolie et Chine (Asie); Danemark,
Autriche, Belgique, Tchécoslovaquie, Allemagne, Hongrie, Pays-Bas, Pologne, Suisse, Bélarus,
Moldavie, Ukraine, Albanie, Bulgarie, ex-Yougoslavie, Gréce, Italie, Roumanie, France, Portugal,
Espagne, Finlande, Norvége, Suéde, Estonie, Lettonie et Lituanie (Europe); Etats-Unis et Canada
(Amérique du Nord); Bolivie, Equateur, Argentine et Uruguay (Amérique du Sud) : ainsi que

I’ Australie et la Nouvelle-Zélande (Anonyme, 2012).

111.2.3. La Taxonomie d’Asparagus officinalis

La Taxonomie de Asparagus officinalis, est donnée selon Al-Snafi (2013)

Tableau 2 : La Taxonomie de Asparagus officinalis (Al-Snafi, 2013)

Regne Plantae

Division Trachéophytie

Subdivision spermatophytina

Classe Magnoliopsida

Ordre Asperges

Superordre Lilianae

Famille asperges (également placées dans : lamiacées)
Sous-famille asparagoideae

Genre Asperges

Espece Asparagus officinalis
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I11.2.4. Principes actifs majeurs

Asparagus officinalis contient des saponines stéroides, notamment des asparagosides A, B, D, F, G,
H, 1, des saponines stéroides ameéres, des acides aminés, des fructanes (asparagose et asparagosine),
de l'acide férulique et des flavonoides (quercétine, rutine hyperoside et isoquercitrine) [Germplasm
Resources Information Network, Al-Snafi AE, Nature Gate, Asparagus officinalis]. Parmi 23
Iégumes couramment consommés, l'activité antioxydante la plus élevée par rapport au poids sec a été

observée dans les asperges (Vinson et al., 1998).

Le flavonoide connu le plus abondant dans les asperges est la rutine (Tsushida et al., 1994). Qui
représente 60-80% du contenu phénolique total des extraits d'asperges violettes et vertes. Il a été
observé que la rutine dans les turions verts de 12 lignées hybrides d'asperges, allant de 0,015 a 0,45%
du poids frais. Le niveau de rutine varie en fonction du génotype de l'asperge ainsi que de la
localisation des tissus. Par exemple, on a constaté que la rutine était plus abondante dans la partie
supérieure des turions, tandis que la partie inférieure des asperges contient une trés faible quantité de
rutine (moins de 0,01 % du poids frais de trois lignées d'asperges échantillonnées) (Anonyme, 2012).
Deux anthocyanines principales (Al et A2) ont également été isolées a partir de I'écorce des tiges
d'Asparagus officinalis. L'Al a été identifiee comme étant la cyanidine 3-[3"-(O-beta-d-gluco
pyranosyl)-6"-(O-alpha-I-rhamnopyranosyl)-O-beta-d-glucopyranoside], tandis que I'A2 était la
cyanidine 3-rutinoside, qui est largement distribuée dans les plantes supérieures. Les tests de capacité
d'absorption des radicaux d'oxygene ont prouvé leurs activités antioxydantes élevées (Sakaguchi et

al., 2008).

Une étude antécédente a révélé I'isolement d'une nouvelle saponine stéroidienne, la yamogénine II,
avec une partie aglycone unique, et une structure de (25S)-spirostan-5-ene-3p-0l-3-O-a-L-
rhamnopyranosyl-(1,2)-[a-L-rhamno pyranosyl- (1,4)]-B-D-glucopyranoside a partir des tiges
séchées d'Asparagus officinalis (Sun et al, 2010). En outre, De nombreux pigments caroténoides ont
été isolés des fruits mars et non mars d'Asparagus officinalis, il s'agit notamment de la capsanthine,
de la capsorubine, de la capsanthine 5, 6-époxyde, de I'anthéraxanthine, de la violaxanthine, de la
néoxanthine, des épiméres de mutatoxanthine, de la zéaxanthine, de la lutéine, de la -

cryptoxanthine, du B-carotene et de certains cis (Deli et al., 2010).

111.2.5. Usage traditionnel et courant

Traditionnellement, les racines étaient utilisées pour les maladies inflammatoires non spécifiques des
voies urinaires efférentes et pour la prévention des calculs rénaux et vésicaux (thérapie par

irrigation), I'hydropisie, les affections rhumatismales, les maladies du foie, I'asthme bronchique et la
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goutte. En médecine chinoise, la racine était également utilisée pour traiter la toux irritable, la toux
avec du sang, la sécheresse de la bouche et de la gorge, et la constipation. L'herbe, le rhizome et la

racine étaient utilisés en médecine (Anonyme, 2012).

111.2.6. La composition chimique et Activités biologiques

111.2.6.1. Effets antimicrobiens

On désigne par agent antimicrobien tout agent chimique, physique ou biologique empéchant la
croissance et/ou la survie des micro-organismes. (Asada et al., 1998) Ces substances ayant une
attirance pour les cellules des parasites et le pouvoir de les tuer plus fort que les dommages qu'elles
causent a I’organisme ; ce qui rendra possible la destruction des parasites sans perturbation sérieuse

de l'organisme. (Perry et al., 2002)

Les agents antimicrobiens agissent par difféerents mécanismes, selon les objectifs recherchés et leur

spécificité d'action qui peut étre germicide ou germistatique

111.2.6.2. Effets anticancéreux, antioxydants et hypolipidémiques
Lactivité anticancéreuse d'Asparagus officinalis peut se produire via : (1) un effet antimutagéne -

empéchant les mutations génétiques qui peuvent précéder directement les premiers stades du
développement du cancer.(2) la promotion des (enzymes de détoxification de la phase Il cellulaire)
qui (facilitent I'élimination des médicaments et des composés xénobiotiques) qui sont cancérigene et
en soutenant la fonction hépatique globale. (3) lI'amélioration synergique de l'activité antioxydante
d'autres aliments végétaux. (4) l'inhibition de l'inflammation chronique (suppression de la cyco-
oxygenase-2) qui jouerait un role dans le développement des tumeurs. (5) la promotion d'une

digestion et d'une fonction immunitaire plus saines (Anonyme I).

Le traitement avec les saponines d'Asparagus pendant 24 heures a augmenté le niveau intracellulaire
d'especes réactives de l'oxygene et de Ca2+, a abaissé le pH, a activé le pore de transition de
perméabilité mitochondriale intracellulaire et a diminué le potentiel de la membrane d'une maniére
dose-dépendante. Le traitement a également augmenté l'activité de la caspase-9 et de la caspase-3,
diminué l'expression de Bcl2, augmenté l'expression de Bax, et induit la libération de CytC et

I'activation de la caspase-3 (Ji et al., 2010).

111.2.6.3. Effets antidiabétiques
Le traitement des rats diabétiques avec l'extrait d'Asparagus officinalis aux doses de 250 et 500

mg/kg a supprimé I'élévation de la glycémie de maniere dose-dépendante et en fonction du temps. La
dose de 500 mg/kg a amélioré de maniéere significative les taux d'insuline sérique chez les rats
diabétiques.
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Des améliorations qualitatives et quantitatives de la fonction des cellules B ont été trouvées dans les
flots des rats traités par Asparagus officinalis. Dans la plupart des cas, l'efficacité de Asparagus
officinalis (500 mg/kg) était tres similaire a celle d'un médicament antidiabétique standard, le
glibenclamide. Egalement amélioré le statut antioxydant total in vivo. Dans la plupart des cas,
I'efficacité de Aspragus officinalis (500 mg/kg) était tres similaire a celle d'un médicament
antidiabétique standard, le glibenclamide (Hafizur et al., 2008).

L'effet hypoglycémique de I'extrait aqueux du sous-produit de l'asperge a également été évalué dans
un modele de rat diabétique induit par la streptozotocine . L'administration continue d'AEA pendant
21 jours a réduit de maniére significative les niveaux de glucose et de triglycérides sériques a jeun
mais a augmenté de maniére significative le poids corporel et le niveau de glycogene hépatique chez

les rats diabétiques.
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G aortie experimentale

« Ce que voient les yeux n’est pas le reméde, lorsque la distillation aura transformé
le végétal, alors le reméde deviendra manifeste »
Paracelse (1493 — 1541)
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Chapitre P : Materiel
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. Matériel

I.1. Matériel Végetal

- La partie aérienne de la plante Globularia alypum .Les feuilles, les fleurs et les tiges ont été
séparées.
- La partie aérienne et souterraine de /’Asparagus officinalis . Coupée en tige feuillée, bourgeon et

les racines.

1.2. Souches microbiennes

Lactivité antimicrobienne de 1’extrait d’Asparagus et de Globulaire a été évaluée sur plusieurs
souches bactériennes qui proviennent de I’ American Type Culture Collection ATCC:

Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 , Enterococcus feacalis
ATCC6569, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermidus ATCC 12228 et
Bacillus subtilis ATCC 6631.

Ces souches nous ont été fournies par le Laboratoire de Microbiologie de I’'université¢ de Médéa.
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1. Méthodes

I1.1. Période et lieu d’étude
Notre travail a été réalisé au laboratoire de la faculté des sciences -Université de Médéa, au bloc de

microbiologie de 1’unité SAIDAL-Médéa et au niveau du laboratoire de Pharmaco-toxicologie unité
SAIDAL d’Alger durant la période allant de Février a Mai 2021.

I1.2. Objectifs d’étude
Les objectifs de cette étude sont :

e [’¢valuation de la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits éthanolique des
deux plantes.

e [’évaluation de D’activité anti-oxydante de 1’extrait éthanolique de chaque plante selon la
méthode du piégeage du radical libre DPPH.

e [’évaluation de ’activité anti-inflammatoire des extraits de la tige de Globularia alypum.

e L’evaluation de I’activité antibactérienne des deux extraits vis-a-vis six souche bactériennes
de réference (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidus, Escherichia coli,

Enterococcus faecalis , Bacillus sibtilus et Pseudomonas aeruginos).

11.3. Enquéte
La premiere étape de cette étude consiste une enquéte effectuée auprés des herboristes et des

personnes savantes dans la région. Ainsi, les données concernant les noms des plantes latin, arabe et
francais ont été enregistrées. Ce qui nous a permis de sélectionner deux plantes pour les étapes

ultérieures.

I1.4. La récolte des plantes
Le materiel végétal utilisé dans cette étude a été collecté le mois de février dans des régions de la

wilaya de Médéa au nord d’Algérie (Tableau 3), la récolte concerne plusieurs parties des deux
plantes choisies :
- Echantillon 1: La partie aérienne de la plante Globularia alypum. Les feuilles, les fleurs et les tiges
ont été séparées.
- Echantillon 2: La partie aérienne et souterraine de /’Asparagus officinalis, coupée en tige feuillée,

bourgeon et les racines.
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Tableau 3 : Plantes étudiées, leur date et région de récolte

Plante Partie utilise | Région et date | Présentation morphologique
de récolte
Globularia | Les feuilles Médéa
alypum les Fleurs (Ouamri)
Les tiges Médéa
(Temezguida)
Février 2021
' il Médea (Ben
Asparagus Tige feuillée _
officinalis | Les bourgeons | Chicaou)
Les racines. Février 2021

11.5. Préparation des échantillons

11.5.1. Séchage et broyage

Les deux échantillons ont été cueillis, nettoyés et débarrassés de la poussiére et d’autre impurtés, puis
séchées pendant 2 semaines dans un lieu relativement sec et a 1’abri de la lumiére.

Apres séchage, les deux échantillons sont broyés a 1’aide d’un mixeur de cuisine et un mortier
jusqu'a 1’obtention d’une poudre fine, la poudre ainsi obtenue, est mis dans des boites et conservés a

sec (température ambiante) et a I'abri de I'numidité pour la préparation des extrais aqueux.

11.5.2. Extraction des plantes par des solvants :

Pour I'extraction des principaux composés bioactifs contenus dans [’Asparagus officinalis et
Globularia alypum on a opté pour I'utilisation d’une méthode décrite par (Sultana et al., 2009).

Cette méthode d'extraction n’est qu’un procédé d’extraction discontinu solide-liquide par macération
et qui consiste a laisser tremper le solide dans un solvant a température ambiante durant quelques
temps et a extraire les constituants solubles par évaporation du solvant sous vide.

Cette méthode sera réalisée par usage de deux systemes de solvants séparément, eau distillée pure et
ce méme solvant a 30% et 70% de 1’éthanol dans le but de variée la polarité du solvant, donc on a

fait une macération de 50 g de plante dans 500 ml de solvant pendant 24h dans un récipient fermé et
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a température ambiante avec agitation. La durée de l'extraction favorisera ainsi la dépolymérisation
des principaux composeés constitutifs de la plante.

Apres 24 h, la solution est filtrée en utilisant un compresse et du coton, les extraits hydro alcooliques
obtenus seront filtrées par la suite en utilisant un papier filtre Whatman a une porosité de 0,2um.

La séparation du solvant de 1’extrait est faite a 1’aide d’un appareil appelé Rota- vapeur « évaporateur
rotatif », I’évaporation sous vide est réalisée en utilisant une pompe a vide avec une vanne de
contrdle. Pendant 1’évaporation le ballon est mis en rotation et plongé dans un bain liquide chauffé.
L’appareil est muni d'un réfrigérant avec un ballon de récupération de condensat. La rotation du
ballon crée une surface d’échange plus grande permettant donc d’effectuer une évaporation rapide.
Pour I’extrait alcoolique, 1’évaporation est faite a température 45°C, et une température de 70°C pour

I’extrait aqueux.

Enfin, les extraits sont récupérés dans des creusés et puis séchés a l'aide de I'étuve ou bien a I’air
libre, le produit de séchage a été conserve a I'obscurité pour les analyses ultérieures.
A chaque étape, des pesés de poid des différents extraits ont été réalisés dans le but de calculer le

rendement de l'extraction.

Figure 9 : Photo du dispositif d'extraction (évaporation relative). [Prise Personnelle2021 ].
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La plante entiére (Matiere brute)

l

Prise d’échantillon«500g»

!

500ml du solvant

Extraction

Aprés 24h \L

Filtration

Evaporation du solvant sous vide a 45°C

l

Séchage d’Extrait brut

l

Stockage a T° ambiante

Figure 10 : Schéma d’extraction par macération (Sultana et al., 2009).
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11.5.3. Le dosage des composes phénoliques des deux plantes

11.5.3.1. Dosage des phénols totaux

A/ Principe

La teneur phénolique totale est généralement déterminée colorimétriqguement avec un
spectrophotomeétre selon la méthode de Folin-Ciocalteu ou les composés phénoliques réagissent
avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Le réactif utilisé est constitué d’un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMO12040) de couleur

jaune.

Le principe de la méthode est basé sur I’oxydation des composés phénoliques, le réactif entraine la
formation d’un nouveau complexe de tungstene (W8023) et molybdéene (MO80O23) de couleur
bleue, la coloration produite dont I’absorption maximale est comprise entre 725 et 750 nm est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Boizot et
Charpentier, 2006).

B/ Protocole
Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé avec le réactif colorimétrique Folin- Ciocalteu selon

la méthode cité par Skerget et ses collaborateurs en 2005, le protocole appliqué comporte les
étapes suivantes :

Un volume de 500 pl pour chaque extrait est introduit dans un tube & essai, aprés on ajoute 2500 pl
de folin-ciocalteu dilué (1/10). Les tubes sont agités a 1’aide d’un vortex et incubés pendant 3 min a
température ambiante, ensuite 2000 pl de Na2CO3 (7 ,5%) sont additionnés au mélange.

Les tubes sont ensuite passés dans un bain marie a 50°c pendant 5mn. Apres le refroidissement,
L’absorbance est ensuite lue a 760 nm par un spectrophotométre.

Le témoin est préparé de la méme fagcon en remplacant I’extrait par 500pul de solvant d’extraction

(éthanol/ eau distillée)
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500 pl d’extait dilué 1/10

+

500 ul d folin-ciocalteu dilué 1/10

Agitation et incubaion 3 mn a température ambiante

500 pl de NA2CO3 (10%)

Incubation a I’obscurité pendent 10 mn

Lectures a 760 nm par un spectrophotometre

Figure 11 : Protocole expérimental du dosage des phénols totaux.

C/ Expression des résultats
La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de la gamme

d’étalonnage. Voire courbe d’étalonnage (figure ¢8 annexe ¢ ), celle-ci est établie avec le standard

¢talon d’acide gallique qui est le standard le plus souvent utilis¢ dans la méthode au Folin- Ciocalteu
(Maisuhisakul et al., 2008).

e

Figure 12 : Les teneurs en polyphénols totaux des extraits de Globularia alypum et d’Asparagus

officinalis.
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Les résultats sont exprimés en milligrammes d’€quivalents d’acide gallique par gramme de matiere

séche (mg EAG/g).

11.5.3.2. Dosage des flavonoides

A/ Principe

Lors de I’ajout du chlorure d’aluminium y’aura la formation d’un complexe de couleur jaune due a la
fixation des ions Al3+ sur les atomes d’oxygeéne présents sur les carbones 4 et 5 des flavonoides, a
fin de déterminer la quantité des flavonoides dans un extrait on utilise le flavonoide prédominant,
cependant la quércétine est largement utilisée comme standard pour la détermination de la teneur des

flavonoides dans un échantillon (Bahorun et al.,1996).

B/ Protocole
La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) décrite par Chang et al (2002) et Djeridane et al.

en 2006 est employée pour quantifier la teneur en flavonoides totaux de nos extraits.

Les échantillons sont préparés par la dissolution de 1000 ul de chaque extrait dilué a 1/10 dans 1000
ul de la solution d’AICI3 (10 %, dans le méthanol). (Zhishen et al., 1999). Aprés dix minutes

d’incubation, 1’absorbance est lue a 430 nm par un spectrophotometre.

1000 il "extait dilué 1/10

+

1000 pl d’ALCL3 dilué 1/10

Incubation a I’obscurité pendent 10 mn

E=A
i

Lectures a 430 nm par un spectrophotometre

Figure 13 : Protocole expérimental du dosage des flavonoides.

C/ Expression des résultats
La concentration des flavonoides des extraits est déduite a partir d'une courbe d'étalonnage linéaire

réalisée par la Quercétine a différentes concentrations dans les mémes conditions que 1’échantillon.
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Figure 14 : La teneur en flavonoides des extraits de Globularia alypum et d’asparagus officinalis.

Les résultats sont exprimés en milligrammes d’équivalent de Quercétine par gramme de maticre
seche (mg EQ/Q).

11.5.4. Pouvoir antioxydant des extraits des parties aériennes et souterraine des plantes étudiées
Dans cette partie, nous avons déterminé le pouvoir antioxydant des extraits des parties aériennes

(feuilles, fleurs et tiges ) de Globularia alypum et des parties aériennes et souterraine (racines, tige
feuillée et tige herbacé ) d'Asparagus officinalis. Les six extraits de nos plantes sont les suivants :
> Extrait de les feuilles, fleurs et tiges de Globularia alypum de la station de Temezguida et
Ouamri.
> Extrait des racines, tige feuillée et tige herbacé d’Asparagus officanalis. la station de

Benchikaou.

11.5.4.1. Méthodes d’étude du pouvoir antioxydant.
Méme si les antioxydants de synthese sont efficaces et bon marché et que leurs doses autorisées sont

largement limitées pour éviter tout probléme de toxicité, on a assisté depuis les années 1980 a un
engouement pour les produits naturels, et au développement d’extraits végétaux a usage antioxydant,
qui auraient des propriétés biologiques pouvant contribuer a réduire le risque de certaines pathologies
(De-Reynal et Multon, 2009).

Pour évaluer I’activité antioxydante in vitro d’extraits naturels, différentes méthodes ont été

développées. Ces méthodes impliquent le mélange d’espéces oxydantes, tels que les radicaux libres
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ou les complexes métalliques oxydés, avec un échantillon qui contient des antioxydants capables

d’inhiber la génération de radicaux

Le principe de ceux-ci repose sur un changement de couleur qui a été suivi par la lecture de

I’absorbance a des longueurs d’ondes spécifiques.

A/ Piégeage du radical libre DPPH¢(2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)

v Principe du test de DPPH:

Le DPPH est un radical stable qui absorbe dans le visible a la longueur d’onde de 515 a 520 nm
(Bandoniene et al., 2002 ; Pavlov et al., 2002 ; Gazi et al., 2004)

L'activité antiradicalaire des extraits a été testée par I'utilisation du radical DPPH (méthode de Blois
(1958) avec quelques modifications). Le DPPH, 2.2 - Diphényl-1picrylhydrazyl (Sigma,
C18H12N506; PM=394.33), est un radical libre stable soluble dans le méthanol (ou I'éthanol). D'une
couleur violette intense, il présente un maximum d'absorbance a 517 nm. Lorsque une molécule
antioxydante réduit le radical DPPH, la couleur violette disparait rapidement pour donner une

couleur jaune pale), selon la réaction suivante (Pokorny et al., 2001; Roginsky).
DPPH® + (AH) n —» DPPH-H+ (A )n

Ou (AH) n : représente une molécule capable de reduire céder un atome d'hydrogene au radical
DPPH) le radical DPPH violet au DPPH-H (DPPH réduit) d'une couleur jaune pale.
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1 : diphénylpicrylhydrazyl (radical libre) 2 : duphénylpicrvlihydrazine (forme réduate)

Figure 15 : structure de 2.2 - Diphényl-1picrylhydrazyl libre et sa forme reduite (Dangles et al.,
2000).

Le test peut s'effectuer par bio autographie sur des plaques CCM en utilisant le DPPH comme

pulvérisateur (identification qualitative), Ou par un dosage spectrophotométrie (test quantitatif).
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v" Réduction du radical libre DPPH par dosage spectrophotométrie:

Cette méthode conceme uniquement les extraits ayant montré une activité antiradicalaire par
bioautographie. L'activité antioxydante des extraits in vitro a éte testée selon la méthode de Blois,
(1958) avec quelques modifications. Le test est effectué selon les étapes suivantes :

» Préparation de la solution de DPPH :

2 mg de DPPH a ét¢ solubilis¢ dans 50 ml d’éthanol absolu pour avoir une solution mére de DPPH

d'une concentration de 6.10% M.

Figure 16 : Préparation de la solution de DPPH.
» Préparation des extraits :

Les extraits éthanolique lyophilisés dissous dans une solution de éthanol/eau ( 70% éthanol et 30%
eau ) a une concentration de 2 mg/ml pour Globulaire alypum et de 5 mg/ml pour Asparagus, ont été

dilués a différentes concentrations croissantes (10-20-30-40-50 ug/ml).

Figure 17 : Preparation des extraits de Globulaire alypum et d’asparagus officanalis.
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» Détermination du potentiel antioxydant:

La determination du pouvoir antioxydant est basée sur la réaction entre I'oxydant et I'antioxydant. Le

spectrophotomeétre est calibré a 'aide d'un blanc constitué d’éthanol pur a une longueur d'onde de

517 nm.

2900 ul de la solution de DPPH (6.10°‘M) =l

+
|

100 ul I'extrait dilué dans éthanol/eau

2
Agitation e
Incubation a I’obscurité et température ambiante u
pendant 30 mn
Lectures a 517 nm par un spectrophotometre -
—— m—

Figure 18 : Protocole expérimental de 1’activité scavenger du DPPH.

Le pourcentage d'inhibition de I'extrait est calculé selon I'équation suivante :

(I 2%) = Ab‘ Ae )x 100

Ou

A (b) : Absorbance du témoin négatif, ce dernier contient du DPPH et de 1’éthanol sans extrait.

A (e): Absorbance en présence de l'extrait.

Les résultats sont exprimés par la moyenne de trois mesures + standard de déviation.
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Le pourcentage d'inhibition est finalement exprimé sous forme d'IC 50 (concentration permettant
d'obtenir 50 % d'inhibition). Celle-ci est calculée a partir d'une droite de régression établie a l'aide

des pourcentages d'inhibition (1%) enregistrés en fonction de la concentration de I'extrait.

\A-EQ e <) ok o
B g W s O il
LY o

Figure 19 : La détermination du pouvoir antioxydant.

L'acide ascorbique est utilisés comme témoins positifs, est les résultats sont calculée a partir de
I’équation de régression de la gamme d’étalonnage, celle-ci est établie avec le standard étalon

d’acide ascorbique (0,01-0,1 mg/ml).

11.5.5. Evaluation de I’activité antibactérienne
Cette partie vise a évaluer le potentiel antibactérien des extraits. L’étude est réalisée par la méthode

de diffusion, qui est initialement congue pour les antibiotiques (antibiogramme), mais en substituant
les disques d’antibiotiques par d’autres imprégnés par de 1’extrait des plantes. Inspiré d’une vieille
méthode de Shroeder et Messing datant de 1949, I’aromatogramme consiste a déposer des disques de
papiers filtres imprégnés d’extrait sur la surface des géloses ensemencées par le germe a tester et de

mesurer les diamétres d’inhibition en millimetre (mm) apres incubation.

L’action antimicrobienne se traduit par 1’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque de
papier imprégné des extraites ¢tudiés. Le diameétre de la zone d’inhibition différe d’une bactérie a
une autre et d’un extrait a un autre. Comme cela a été rapporté dans la littérature, nous avons
considéré qu’un extrait a une action antimicrobienne si son diameétre d’inhibition est supérieur a 10

mm (Liu et al., 2017).
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L’échelle de I’estimation de ’activité antimicrobienne est donnée par Mutai et al. (2009), ils ont
classé les zones d’inhibitions de la croissance en 5 classes :

v' D>30mm : Trés fortement inhibitrice.

v' 21lmm<D<29mm : Fortement inhibitrice.

v" 16mm<D<20mm : Modérément inhibitrice.
v" 1Imm<D<16mm : Légérement inhibitrice.
v

D<10mm : Non inhibitrice.

11.5.5.1. préparation de I’'inoculum

En premier lieu, une suspension bactérienne d’une opacité de 0.5 Mc Farland est préparée a partir

d’une culture pure et jeune (agée de 18 heures). Cette opacité, équivalente a une densité optique de
0.08-0.1a625nm,

Figure 20 : préparation de 1’inoculum.

Cet inoculum sert a ensemencer des géloses de Mueller Hinton préalablement coulées dans des

boites de Pétri puis séchées a 1I’étuve a 37°C avant emploi.

L’ensemencement est effectué par écouvillonnage, a partir de I’inoculum fraichement préparé. Il
consiste a tremper un écouvillon de coton stérile dans la suspension puis le frotter, aprés 1’avoir
essoré a ’intérieur du tube, a trois reprises sur la totalité de la surface gélosée de fagon a former des
stries serrées, en tournant la boite a environ 60° aprés chaque application et en tournant 1’écouvillon
sur lui-méme pour obtenir une distribution égale de I’inoculum. Finir 1'ensemencement en passant

I'écouvillon sur la périphérie de la gélose.
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Figure 21 : Ensemencement par écouvillonnage.

11.5.5.2. Préparation des disques

Des disques de papier filtre, de 9 mm de diamétre, préalablement stérilisés dans une boite en verre
recouverte du papier aluminium a 1’autoclave sont déposés a la surface de gélose ensemencée apres
avoir été chargé de 15 pl de chaque extrait testé (extraits préparés a partir de chaque partie
d’Asparagus officinalis et de Globularia alypum ) diluée dans du DMSO (dimethylsulfoxide) a 1/2,
1/5 et 1/10 (v/v). D’autres disques, chargés de 15 pl de DMSO sont utilisés comme témoins.

Figure 22 : Préparation des disques.
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Tableau 4 : Préparation des différentes dilutions d’extrait dans le DMSO

Les dilutions Pure ler dilution 2éme dilution
Concentration d’extrait de Gloubularia
alypum 125 mg/ml 62 mg/ml 31mg/ml
Concentration d’extrait d 'Asparagus 125 mg/mi 62 mg/ml 31mg/ml
officinalis

11.5.5.3. Aromatogramme
Des antibiogrammes sont effectués en parallele avec les aromatogrammes. Le choix des antibiotiques

pour chaque souche microbienne est basé sur les directives du National Commitee for Clinical
Laboratory Standars (NCCLS). Afin de garantir des conditions expérimentales comparables, les trois

dilutions de chaque extrait ont été placées dans la méme boite.

11.5.5.4. Incubation et lecture
Apres 24 h d’incubation a 37°C. La lecture de ’activité antimicrobienne a été évaluée en mesurant le

diamétre de la zone d'inhibition de croissance en millimetres formée autour du disque (y a compris le
diamétre du disque de 9 mm). L'échelle d'estimation de l'activité antimicrobienne donnée par (Mutai
et al. 2009) a été suivi.

11.5.6. Effet du gel antibactérien

11.5.6.1. Préparation des extraits éthanoliques

On a prélevé 3,4g de la poudre de Globularia alypum et d'Asparagus officinalis, auquel on a ajouté
100 ml d’éthanol. Le mélange est agité pendant 15minutes par 1’agitateur puis centrifugé a 3000
tours pendant 10 minutes. L’extrait obtenu est conservé au réfrigérateur afin de I’utiliser pour la

preparation du gel antibactérien.

Figure 23 : Préparation des extraits éthanoliques du gel antibactérien.
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11.5.6.2. Préparation du gel antibactérien
La préparation du gel antibactérien est effectuée selon la méthode décrite par le guide de la

production locale, formulation des produits hydro-alcoolique recommandés par I’OMS (Organisation

Mondiale de la Santé).

On verse 83,4ml d’alcool nécessaire a la préparation du produit dans une bouteille. On ajoute 4,17ml
du peroxyde d’hydrogeéne (H202), puis on ajoute 1,45 ml du glycérol, Le glycérol étant une

substance visqueuse adhérant aux parois puis verser le contenu dans la bouteille servant au mélange

11.5.6.3. Préparation des dilutions et ensemencement
A I’aide d’un écouvillon stérile, on a frotté¢ la paume des mains pour prélever les micro-organismes
qui y sont présents, I'écouvillon est ensuite transféré dans I'eau physiologique. Pour ce faire, a partir

de la solution mere (extraits éthanoliques+glycérol+peroxyde d’hydrogéne), on préléve 1 ml auquel

on ajoute 9 ml d’eau physiologique (suspension bactérienne) afin d’avoir une dilution 1071.

Figure 24 : Préparation des dilutions des solutions hydro alcoolique.

Afin de testé I’efficacité du notre solution hydro alcoolique on opte pour le protocole suivant, une
fois le milieu de culture est refroidi on ensemence a 1’aide d’un rateau a la surface un volume de
0.1ml d’un mélange de solution bactérienne et la solution hydro alcoolique. Les boites sont incubées

dans une étuve pendant 48h a 37°c.

Figure 25 : Ensemencement des solutions
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11.5.7. Activité anti inflammatoire
A fin d’évaluer I’effet anti-inflammatoire des extraits éthanolique de nos plantes. On a suivi le

protocole du TEST DE LEVY. L’activité a eu lieu au niveau du laboratoire de Pharmaco-toxicologie
du Saidal d’Alger.

11.5.7.1 Principe
L’injection de la carragéenine sous 1’aponévrose plantaire de la patte de la souris provoque une

réaction inflammatoire qui peut étre réduite par un produit anti-inflammatoire.

Cette étude permet de comparer la réduction de 1’cedéme plantaire aprés administration des doses
égales d’extrait éthanolique de la tige de Globularia alypum et du produit de référence utilisé
(Ibuproféene) (MO.C.1.P.022 SAIDAL).

11.5.7.2 Protocole expérimentales
Le TEST DE LEVY est une méthode employée pour quantifier 1’activité anti inflammatoire de nos

extraits, pour cella on opte sur le protocole suivant.
v’ Préparation des extraits :
» 1g d’extraits est ajouté dans 3 ml d’eau physiologique avec une agitation jusqu’a
dissolution totale.
v On constitue 03 lots de 05 souris chacun :
e Un lot témoin
e Un lot essai 1
e Un lot essai 2
>» Autemps TO
On administre aux trois lots les suspensions suivantes :
» Lots témoin : chaque souris regoit 0,5 ml d’eau distillée.
> Lots essai 1 : chaque souris regoit 0,5 ml de I'extrait a tester
> Lots essai 2 : chaque souris recoit 0,5 ml du produit de référence (Ibuproféne).

» Au temps T0+30min
On injecte la solution de carragéenine sous I’aponévrose plantaire de la patte arriére gauche sous un
volume de 0,025 ml & tous les animaux mis en expérience.

» Autemps T0+4h
On sacrifie les souris par rupture de la nuque et on coupe les pattes postérieure a hauteur de
I’articulation et puis on les pese sur une balance analytique.

On calcule la moyenne arithmétique des poids de la patte gauche et la patte droite pour chaque lot
pour trouver le pourcentage d’cedéme et le pourcentage de réduction d’cedéme (MO.C.1.P.022
SAIDAL).
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11.5.7.3 Expression des résultats
A fin de savoir si I’activité anti inflammatoire est présente dans nos extraits il y’a deux parameétres a

calculer :
» Pourcentage d’cedéme : c’est le pourcentage d’augmentation des poids de la patte (%
d’cedéme) par la formule suivante.

% d’cedéme = moyenne des poids de la patte gauche - moyenne des poids de la patte droite x100
moyenne des poids de la patte droite

» Pourcentage de réduction d’cedéme chez les souris traités par rapport au témoin.

% de réduction d’cedéme = % de d’edéme témoin - % de d’cedéme essai  x100
% de d’ccdéme essai

Préparation des extraits

1g d’extraits est ajouter dans 3 ml d’eau physiologie

+

Administration de 0,5 ml d’extraits pour chaque lot

1 Apres 30 mn

Injection de 0,025 ml de la solution de carrageenine

1 Apres 4 heures

Sacrifie les souris par rupture de la nuque

On coupe les pattes postérieure et on les pese sur
une balance analytique

Figure 26 : Protocole expérimentale d’activité anti-inflammatoire (MO.C.1.P.022 SAIDAL).
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11.6. Les analyses statistiques

Les résultats des différents tests sont analysés par Excel 2007 pour les comparaisons simples, et les

valeurs ont été exprimées en moyenne + ET pour ’activité anti-oxydante.
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Ofdintbersts o absosione

« Savoir s’étonner a propos est le premier pas fait sur la route de la découverte »
Louis Pasteur (1822-1895)
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Résultat et discussion

|. Les taux d’extraction

Les procédés d’extraction des antioxydants phytochimiques a partir des plantes médicinales
constituent une étape cruciale, car elle est déterminante de la qualité et de la quantité de principes
actifs recherchés, qui reflétent directement leurs activités pharmacologiques (Ben Sghaier et al.,
2011). Plusieurs facteurs peuvent influencer les taux d’extraction: la structure chimique des
composés, la granulométrie, le temps de macération, la température, la nature du solvant et les
conditions de stockage (Wu et al., 2011).

Donc, avant de procéder a ’extraction des deux plantes, elles ont été¢ d’abord séchées a 1’air libre
dans un milieu ombragé afin de préserver les polyphénols de la dégradation par les hydrolases
(Bruneton, 2008, Gulcin et al., 2010).

De plus, le broyage et le tamisage ont été réalisés de facon a pouvoir récupérer le maximum de
poudre fine ayant un diamétre inférieur a 63um, car ce diamétre augmente la surface de contact du

solvant avec la poudre pour un meilleur rendement (Chen et al., 2012).

La teneur en humidité correspond a la différence de poids appréciée apres dessiccation de la matiere
vegétale. Les rendements moyens des extraits préparés ont été calculés en fonction de la matiére
végeétale seche de la plante en utilisant la formule suivante :

R(%0) = Qme/Qmvs * 100

Ou: R (%): rendement de I’extraction.
Q ME : quantité de la matiere extraite en gramme.

Qmvs : quantité de la matiere végétale séche en gramme.
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Le tableau suivant illustre ces résultats.

Tableau 5 : Les taux d’extraction de Globularia alypum et d’Asparagus officinalis

Plante Partie Solvant Poids Poids Rendemen
initiale | finale t
Eau pure 50g 23.09 46.18
Tiges feuillées
g Ethanol+eau 50¢g 11.95g |23.9
(70%+30%)
Eau pure 25¢g 10.2g 40.8
Asparagus Racines Ethanol+eau 20g  |9.35g |46.75
officinalis (70%+30%)
Eau pure 25¢g 1495g |59.8
Bourgeons (tige
herbace) Ethanol+eau 25g 33.93g |67.86
(70%+30%)
Eau pure 25g 6.07g 24.28
Tiges
Ethanol+eau 50g 13.03g | 26.06
(70%+30%)
Eau pure 25¢g 15.36g |61.44
Globularia alypum | Feuilles Ethanol+eau 25¢g 20.86g |83.44
(70%+30%)
Eau pure 25¢g 18.20 72.8
Fleurs Ethanol+eau 25g 22.10g |[88.4
(70%+30%)
Taux d'extraction
100
83,44 88,4
80 67,86 72,8
aé 59,8 61,44
£ o0 46,18 46,75
o 40,8
T 40 -
2 23,9 24,2826,06
20 | -
0 -
Tige feuillee  Racine  Bourgeons Tiges Feuilles Fleures

Figure 27 : Présentation du rendement des extraits de Globulaire alypum et d’Asparagus officanalis
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Les échantillons d’Asparagus et exactement la partie tige feuillée fourni un taux de rendement de
46.18 %, 23.9 % lors de I'utilisation de I’eau pur et Ethanol+eau (70%+30%) comme solvant
successivement, ainsi que le rendement de la partie racine des extraits de I’eau pur et d’éthanol+eau
(70%+30%) sont 40.8 % et 46.75 % respectivement. la partie bourgeons de cette plante donne un
taux de rendement de 59.8 % dans le cas de l'eau pure , et de 67.86 % lors de I’utilisation
d’éthanol+eau (70%+30%). Par contre, les échantillons de Globularia alypum ont montré un taux
plus élevé par rapport & celui obtenu a partir de /’Asparagus , vu que le rendement des feuilles
globulaire par le solvant eau pur et éthanol+eau (70%+30%) est 61.44 % , 83.44 % respectivement ,
alors que le rendement des fleurs est de 72.8 % a 1’eau pure et 88.4 % a I’extrait d’éthanol+eau

(70%+30%).

Les parties des plantes Globularia alypum et Asparagus officinalis ont été soumis a des extractions
par macération (pendant 24 h) en utilisant deux solvants de polarité différente, donc de nos résultats
on constate que les extraits de 1’eau pur ont un rendement plus faible que celui obtenu par les extraits
de I’éthanol/eau (70%+30%).

La composition, ainsi que la quantité des métabolites secondaires d’un extrait, peuvent é&tre
influencées par plusieurs facteurs tel que le mode et le temps d’extraction, la température, la nature
du solvant ainsi que sa polarité qui permet de solubiliser et extraire les composés de polarité similaire
au solvant (Green, 2004, Ncube et al., 2008).

De méme, le choix d’un solvant pour I’extraction de la mati¢re végétale, doit répondre a un certains
nombres de critéres dont la faible toxicité et la facilité de 1’évaporation a basse température (Hughes,
2002, Ncube et al.,2008).

Par ailleurs, dans une étude comparative entre différents solvants utilisés dans I’extraction de la
maticre végétale, I’éthanol s’est révélé €tre un meilleur solvant pour l'extraction de substances
antimicrobiennes a partir des plantes médicinales par rapport a d'autres solvants (Abu-Shanab et al.,
2004).

De plus, Wisam et al.(2017) ont déemontré que les teneurs phénoliques déterminés dans l'extrait
éthanolique sont beaucoup plus élevées que dans l'extrait aqueux. D’autre partKristina et al. (2007)
ont montré que les solvants éthanol et acétone sont les meilleurs solvants pour 1’extraction des
composés phénoliques non volatiles, y compris les flavonoides et les phénols, qu’ayant une activité
antibactérienne contre diverses bactéries pathogénes.

Ces résultats ont pu montrer que les rendements des extractions par des solvants polaires, sont plus
importants par rapport aux solvants moins polaires, qui ont la capacité de délipider et dépigmenter la

matiére vegetale (Bruneton, 2009).
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I1. Teneurs en composés phénoliques

I1.1. Teneurs en polyphénols totaux

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits éthanolique des tige de Globulaires alypum et des
tiges feulées d’Asparagus ont été obtenues a partir d’une courbe d’étalonnage établie avec des
concentrations croissantes en acide gallique qui suit une équation de type y=0,0263 x-0,1436
sachant que R? = 0,9932. Les valeurs sont exprimées en mg d’équivalents d’acide gallique par
gramme de l’extrait lyophilisé. La courbe montre une linéarité de 1’absorbance en fonction des

concentrations. Voire courbe d’étalonnage (figure c7 annexe ¢ ).

L’évaluation quantitative de ces composés phénoliques montre que la quantité de polyphénols dans
I’extrait éthanolique de Globularia alypum (24,54 mg EAG/g extrait) est proche a celle d’Asparagus
officinalis (24,31 mg EAG/g extrait).

Les résultats obtenus viennent confirmer les travaux de Daycem et al. En 2011 qui ont estimé la
richesse de Globularia Alypum en polyphénoles totaux avec une valeur de (116,89 + 2,8 mg EAG/g
extrait), qu’il est nettement supérieure a celle obtenue dans notre étude.

Une étude menée par Belhamel (2017) montre que ’extrait éthanolique de Globularia alypum a une
valeur de (44,16+ 6,39 mg équivalent de catéchine/g de matiere séche (mg EC/g M.S)).qu’il est aussi
supérieur a celle obtenue dans notre étude.

En comparant aussi avec les travaux effectués par Djeridane et al., (2006), en utilisant le méthanol
comme solvant d’extraction, les résultats montrent que la teneur des polyphénols totaux dans
Globularia alypum est de (21,54 + 0,81 mg Eq AG/g M.S) qu’il est inferieur a notre résultat .

Tandis que le contenu en composés phénoliques chez Asparagus officinalis est inferieure a celle
obtenue par (Kaska et al., 2018) avec une valeur de ( 54.10 £ 0.67 mgeEAG/g extrait ).

I11.2. Teneurs en flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium (AICI3) et
I’étalon été la quercétine. La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme d'équivalent de
quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g d’extrait). Les taux des flavonoides des deux extraits ont
¢té obtenu a partir de la courbe d’étalonnage qui suit une équation de type y = 0,0287x-0,1574

sachant que R2 = 0,9875. Voire courbe d’étalonnage (figure c8 annexe ¢ ).

Les teneurs en flavonoides des extraits éthanolique sont représentées dans la figure ci-dessous.

Les concentrations des flavonoides (Fig.33) sont relativement importantes dans les extraits dans leur

majorité, les teneurs en flavonoides sont de (36,14 mg EQ /g de d’extrait) dans I’extrait de
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Globularia alypum suivie de celles de I’extraits d’Asparagus officinalis avec (31,19 mg EQ/g
d’extrait).

Diverses variations des parameétres inhérents aux conditions d’extraction et aux proportions (solvant /
soluté) utilisés rendent difficile la comparaison de ces résultats a la littérature. Néanmoins, les
résultats obtenus sont nettement supérieurs au résultat trouvé par Chograni et al (2012) (8,35 mg
EQ/g d’extrait). ainsi que les travaux de Daycem et al (2011) qui ont montré que la teneur en
flavonoides de Globularia alypum (19,29 + 0,04mg EQ/g d’extrait) est inferieure a celle trouvé dans
notre étude.

Les résultats obtenus par Zeghada en (2009) (66,828+6,568 mg EQ/g d’extrait) sur la méme espéce
ont révélées une tenneur nettement supérieure par rapport a nos résultats. De plus, une autre étude
menée par (Belhamel, 2017) a montré que I’extrait éthanolique de Globularia alypum a une valeur
(257,17 £ 3,42 mg EQ/g de matiere seche) hautement supérieure par rapport a notre valeur (36,14 mg
EQ /g de d’extrait).

Tandis que le contenu en flavonoides chez Asparagus est inferieure a celle obtenue par (Kaska et al,
2018) avec une valeur de (92,70+0,21 mg EQ/g extrait ).

Cette variation peut étre expliquée que la teneur en composés phénolique est influencée par
différents parametres telle que la période et le lieu de récolte, le climat, les conditions géographiques,

la méthode et le temps d’extraction, la solubilité et le type du solvant utilisé.

I11. L’activité anti-oxydante in vitro

I11.1. L'effet scavenger du radical DPPH

L’activité anti-radicalaire est réalisée par la méthode du radical 2,2-diphényl-1 picrylhydrazyle
(DPPH) qui est une méthode fréquemment utilisée pour sa simplicité. Cette méthode est basée sur la
réduction d’une solution alcoolique de DPPH en présence d'un antioxydant qui donne un hydrogéne
ou un électron, la forme non radicalaire DPPH-H est formée (Bortolomeazzi et al, 2007).

Le test de réduction du radical DPPH est largement utilis¢ pour I’évaluation des activités anti
oxydantes. La capacité de réduire ce radical est déterminée par la diminution de 1’absorbance a 517

nm induite par la substance étudiee.

L activité anti oxydante des extraits est exprimée en CI50, ce parametre a été employé par plusieurs
groupes de chercheurs pour présenter leurs résultats (Abdulmajed et al., 2005; Ahmad et al., 2012;
Ranga et al., 2009), il définit la concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% de
I’activité du radical DPPH. (Couleur). Ces CI50 sont déterminées a partir des graphes dont 1’abscisse

représente la concentration de 1’extrait brut et 1’ordonné 1’activité anti-oxydante en pourcentage.
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Les profiles d’activité anti radicalaire obtenus révelent que les extraits de Globularia alypum et
d’asparagus officinalis possedent une activité anti-radicalaire dose dépendante. Les IC50 de chacun

des différents extraits ont été déterminées (Tableau 6).

Les résultats sont exprime en moyenne + écart-type, n=3 pour chaque concentration.
EETi : extrait éthanolique tige (GLB) , EEFe : extrait éthanolique feuille(GLB),EEFI : extrait

éthanolique fleur(GLB), EETT : extrait éthanolique tige-feuillée(ASP), EETh : extrait éthanolique
tige herbacée(ASP),EERCc : extrait éthanolique racine(ASP).

NB : tous les extraits ont été obtenu par extraction éthanolique lyophilisé.

% 1C50 des extraits

5, 79

6

5

4

3 B % 1C50 des extraits
2

083 o077
1
W

EE-Ti EE-Fe EE-FI EE-Tf EE-Th EE-R¢

Figure 30 : Histogramme représentent les valeurs d’IC50 des extraits étudies.

A des fins comparatives, I’acide ascorbique est utilise comme antioxydants standards, Il a montré

une activité anti radicalaire tres puissante avec une 1C50 de 0,06 mg/ml. Voire courbe d’étalonnage
(figure c9 annexe ¢ ).

Les extraits de Globularia alypum et d’Asparagus officinalis ont présenté une importante activité
anti-radicalaire envers le DPPH. L’EE-Fe, I’EE-Ti et EE-FI présentent les extraits les plus actifs qui
ont une importante activité anti-radicalaire envers le DPPH avec une IC50 de 1’ordre 0,77 mg/ml,
0,83 mg/ml, 1,16 mg/ml, respectivement. Ces derniers ont montré en effet, une grande activité
inhibitrice qui est proche a celle obtenue par ’antioxydant de référence Acide ascorbique (IC50 =
0,06 mg/ml).
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L’EE-Tf et I'EE-Th présentent une activité anti radicalaire plus au moins modéré avec une 1C50 de
I’ordre de 1,91 mg/ml, 3,05 mg/ml. Ils sont moins actifs que I’EE-Fe. I’EE-Ti et EE-FI qui

présentent une importante activité anti-radicalaire en vers le DPPH.

Lactivité anti-radicalaire la plus faible a été exprimée par I’EE-Rc avec une IC50 de 5,79 mg/ml.
Dans notre recherche, l'ordre croissant d'activité anti radicalaire d” Globularia alypum est de EE-Fe >
EE-Ti > EE-FI et pour les extraits d’Asparagus officinalis est de EE-Tf > EE-Th > EE-Rc.

Selon khlifi, (2011), I’Extrait méthanolique du Globularia alypum a une capacité antioxydante
supérieure 1C50 = 15,58 mg / L par dosage DPPH.

Notre épreuve montre que la valeur d’IC50 obtenue chez Asparagus officinalis est nettement
inférieure a celle obtenue dans les études menees par (Kaska et al, 2018), avec une valeur d’IC50 de
0.383 £ 0 mg/ml qui justifier le pouvoir énorme de I’extrait éthanolique d’asparagus dans la

nutralisation de DPPH.

Cette différence est peut étre due a la différence dans le protocole de dosage suivie ainsi qu’a la
méthode d’extraction adoptée. En effet, la réactivité des composés phénoliques contre le DPPH dans

le méthanol est plus efficace que leur réactivité dans d’autres solvants non alcooliques.

Les résultats obtenus dans le présent travail indiquent qu'il existe une relation linéaire entre le
pouvoir anti-radicalaire et la teneur en polyphénol. Des études antérieures ont montré des résultats
semblables pour les extraits du Globularia alypum. II a été montré qu’il existe une grande corrélation
entre la concentration en polyphénols et I’activité anti-oxydante (Khlifi et al., 2011).

Du fait que I'EE-Ti et I'EE-TT sont trés riche en composés phénoliques et que ces derniers sont dotés
d’une grande activité anti-oxydante, 1’effet des extraits obtenus avec ce test serait probablement da a
ces molécules.

Il est par ailleurs connu que les polyphénols auraient des propriétés scavenger envers différents types
de radicaux, ce qui leur confére une grande capacité anti-oxydante. Plusieurs études ont rapporté que
I'activité anti-radicalaire des extraits des plantes dépend de la quantité de composés polyphénoliques
dans ces derniers (Surveswaran et al., 2007).

Il a été rapporté que les composés phénoliques extraits a partir du Globularia alypum ont, pour la
plupart produit une activité inhibitrice trés puissante supérieure méme a celle du BHT. L’étude de la
relation structure/activité a montré aussi que ’action anti-oxydante augmente avec la présence des

groupement 6-hydroxyl et caffeoyl (Es-Safi et al., 2006).
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1VV. Evaluation de ’activité antibactérienne des extraits

Le présent travail s’intéresse a 1’étude de I’activité antibactérienne des extraits de deux plantes
médicinales. Il s’agit de Globularia alypum et d’Asparagus officinalis, vis-a-vis 6 souches

bactériennes de référence.

On note cependant, des différences d’efficacité aussi entre les extraits de 1’eau pure par rapport a

1’éthanol/eau (70-30%).

IV.1. Antibiogramme

La mise en contact des différentes souches avec les antibiotiques a permis de réaliser un
antibiogramme afin de déterminer le diamétre d’inhibition et par conséquent voire la sensibilité ou la
résistance bactérienne vis-a-vis de ces derniers. On a choisis deux antibiotiques pour chaque souche

bactérienne, les résultats de 1I’antibiogramme sont présentés dans le tableau si dessous.

Tableau 7 : Résultat d’antibiogramme sur les souches réverencielles

Les diamétres d’inhibition (mm)
Souche P.aeruginosa E.coli Enterococcus | Bacillus subtilis S.aureus
ATCC 9027 )
ATB ATCC8739 | faecalis ATCC ATCC 6631 ATCC 6538
6569
Vancomycine Non testé Non testé 13 mm Non testé Non testé
30pg  (VA)
Chloramphénicol Non testé Non testé 27 mm Non testé Non testé
30pg (C)
Céfozoline Non testé 29 mm Non testé Non testé Non testé
(C2)
Tétracycline Non testé Non testé 16 mm 24 mm Non testé
30ng (TE)
Amikacine 21 mm 28 mm Non testé Non testé 0mm
30pg  (AK)
Gentamycine 23 mm 26 mm Non teste 21 mm 21 mm
10 ug (CN)
Cefoxitine Non testé 26 mm Non testé Non testé Non testé
30pg  (CXN)
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La mise en contact des différentes souches avec les antibiotiques a permis de réaliser un
antibiogramme afin de déterminer le diamétre d’inhibition et par conséquent voire la sensibilité ou la
résistance bactérienne vis-a-vis de ces derniers.

Les résultats de 1’antibiogramme sont présentés dans le (Tableau 07), on remarque que la série
d’ATB testés a un effet variable sur les souches cibles, ils ont un effet inhibiteur sur certaines et sont
soumis a une résistance avec d’autres.

Pour le Gentamycine, et la Tétracycline et 1’Amikacine toutes les souches se sont manifestées
sensibles dont le diamétre est clairement supérieure a 16 mm, Sauf qu’il ya une résistance indiquée
au niveau de S.aureus vis-a-vis I’Amikacine.

Pour le vancomycine et le chloramphénicol E. faecalis se manifeste sensible dont le diametre entre
16 et 27 mm.

IV.2. L'inhibition de la croissance bactérienne

Leffet antibactérien des extraits d’Asparagus officinalis et Globularia alypum est évalué dans cette
¢tude par la technique de diffusion sur 1’agar. Les résultats obtenus sont représentés dans les
tableaux (8 et 9).

L’évaluation de I’effet antibactérien des extraits de 1’asparagus a montré que [activité
antibactérienne exhibée par les Racines est plus importante que celle obtenue avec les autres extraits.
L’extrait (Tige herbacé) a montré une activité inhibitrice envers uniquement la croissance de

Escherichia coli et Enterococcus faecalis avec une zone d'inhibition de 12 et 15 mm, respectivement

Cependant, 1’extrait des Racines a inhibé plus de souches bactériennes que l'extrait des Tiges
feuillées, qui a donné quand méme une inhibition de la croissance de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa et Bacillus sibtilus avec une zone d'inhbition de 14, 10 mm et 8 mm

respectivement.
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Figure 31 : Résultat de I’effet antibactérien des entraits d’ Asparagus officinalis.

Ces différences semblent indiquer que 1’extrait (Racine) a un taux plus élevé ou plus de principes
actifs antibactériens que ’extrait (Tige feuillée) et (Bourgeon). Il est a noter que dans la présente

recherche, les extraits les plus actifs sont : (Tige feuillée), sur Staphylococcus aureus avec une zone
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d’inhibition de 14 mm, I’extrait (racine) sur la souche Enterococcus faecalis avec une zone de 16

mm.

L’extrait (Tige de globulaire) semble avoir I’effet inhibiteur le plus élevé, qui a une activité
inhibitrice sur presque la totalité des souches. En effet, cet extrait a induit des zones d’inhibition d’un
diametre qui varie entre 9 mm et 16 mm. De ces résultats, il ressort également que (Fleur
Globularia) a induit des effets inhibiteurs entre 10 mm et 12 mm envers cinq souches testées
(Tableau), mais ces effets sont plus faibles que ceux obtenus par (Feuille) de la méme plante avec des

zones d’inhibition d’un diamétre entre 10 mm et 14mm envers les cing souches aussi.
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Figure 32 : Résultat de I’effet antibactérien des entraits de Globularia alypum.

Les extraits les plus actifs sont : les tige de Globularia alypum sur Escherichia coli avec une zone
d'inhibition de 16 mm, et sur Staphylococcus Epidermidus avec une zone de 13 mm, les Feuilles sur
les souches de Bacillus subtilis , Staphylococcus Epidermidus avec une zone d'inhibition de 14 mm,
et les fleurs Globularia alypum sur Pseudomonas aeruginosa avec une bonne zone d'inhibition de 12

mm. . Ces différences peuvent étre expliquées par le taux élevé en principe actif antibactérien.

Selon Loziene et ses collaborateurs (2006), ’activité antibactérienne dépend de plusicurs facteurs a
savoir : I’espéce de la plante, la préparation de I’extrait, le solvant utilisé, et la sensibilité des

bactéries.

Les résultats obtenus dans cette recherche ont montré que les extraits (Tige) de Globulaire et
(Racine) d’Asperge ont un effet inhibiteur sur la croissance de la plupart des souches bactériennes
testées, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus Epidermidus, Bacillus subtilis, Escherichia coli.

La polarité du solvant utilisé pourrait étre a 1’origine de ces résultats.

En effet, Fernandez-Lopez et ses collaborateurs (2005) ont rapporté que les composés
responsables de l'action antibactérienne peuvent étre les diterpénoides phénoliques, qui sont les

composés principaux de la fraction apolaire des extraits des plantes. Ces composés sont hautement
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lipophile est par conséquent sont extraits par des solvants de faible polarité tel que le chloroforme
(Albano et Miguel, 2010).

Il a été rapporté que cette activité inhibitrice de la plante pourrait étre due a la présence et a la nature
chimique des polyphénols et flavonoides. Des études effectuées sur I’activité antibactérienne de ces
molécules ont montré qu'il n’existe pas une relation claire entre le degré dhydroxylation des
flavonoides et leur efficacité sur les microorganismes. Selon ces études, les flavonoides qui n’ont pas
un groupement hydroxyle sont plus actifs contre les micro-organismes. Cette constatation appuie
I'idée que leur cible microbienne est la membrane cytoplasmique, donc le caractére lipophile de ces
composés perturbant cette structure (Chabot et al.,, 1992). Cependant, d'autres chercheurs ont
mentionné que plus le degré d’hydroxylation est élevé, plus Dactivité antimicrobienne est

remarquable (Sato et al., 1996).

La modeste activité des extraits aqueux envers la plupart des souches utilisées pourrait étre expliquée
par le fait que les substances hydrosolubles ne peuvent pas accéder aux substances non hydrosolubles
des cellules bactériennes. En effet, I'eau est un solvant utilisé pour extraire les principes végétaux
ayant une activité antimicrobienne plus au moins importante. En médecine traditionnels, on utilise
principalement I'eau mais 1’extraction a partir des solvants organiques donne une activité

antimicrobienne plus significative (Parekh et al., 2005, Das et al., 2010)

Selon Candan et ses collaborateurs (2003), les substances hydrosolubles exercent un effet plus
faible comparé a celui des substances non hydrosolubles. Elles n’ont pas la méme capacité des
molécules liposolubles qui s’intercalent dans les membranes des cellules bactériennes et les

endommagent.
IV.3. L’activité antibactérienne du gel hydro alcoolique

Leffet antibactérien des extraits de Globularia alypum et d’asparagus officinalis est évalué dans
notre étude par la méthode de ’OMS.

Apres incubation de notre échantillon pendant 48h a une température de 30°c, les boites contenant
les bactéries prélevées des mains sont représentées dans la (figure 38.A) et les boites contenant la

solution bactérienne et le gel hydro alcoolique sont représentées dans la (figure 38.B).
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Figure 33.A : bactérie prélevées Figure 33.B : boites contenant la solution bactérienne

des mains et le gel hydro alcoolique.

Aprés I’ajout de la solution hydro alcoolique a base d’extrait de Globularia alypun et d’asparagus

officanalis, les bactéries prélevées des mains sont presque éliminées.

Cela est peux étre expliqué par la forte teneur en acides phénoliques, les flavonoides et les tanins qui
possedent une activité antibactérienne importante dans les extraits des feuilles de Globularia alypum
et des tiges feuillée d’asparagus officinalis, et I’avis général d’un groupe d’experts de I’OMS qui
confirme que les produits hydro-alcooliques selon les formulations recommandées par cette derniére

sont utilisés pour I’asepsie hygiénique des mains.

V. Activité anti-inflammatoire in vitro
Le tableau ci-dessous montre les résultats de I'ctivité anti-inflammatoire in vitro de [’extrait

éthanolique de la tige de Globularia alypum.
D’aprés les resultats du tableau, I’extrait éthanolique de la tige de Globularia alypum posséde une
activite anti-inflammatoire importante.

L’activité anti-inflammatoire de 1’extrait de Globularia alypum (38,97%) est importante et qui est
proche de la valeur trouvé en utilisent Ibuproféne comme référence (54,88%).
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Conclusion

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour ’humanité et plus particulierement
pour la majorité des communautés démunies des pays en voie de développement qui en dépendent

pour assurer leurs soins de santé primaires et leurs subsistances.

La flore Algérienne est I’une des plus riches au monde et possede de nombreuses plantes aromatiques
et médicinales et bon nombre d’entres elles sont des espéces endémiques. Elles constituent une
ressource non négligeable en matiére de molécules bioactives. Néanmoins, cette ressource reste peu
exploitée que se soit au niveau des études scientifiques ou au niveau économique. La région nord

d’Algérie abrite plusieurs especes endémiques et la plupart d’entres elles sont a usage médicinal.

Ce travail, réalisé au laboratoire de la faculté des sciences au niveau de 1’université de Médéa, au
bloc de microbiologie de l'unité SAIDAL de Médéa et au niveau du laboratoire de Pharmaco-
toxicologie du SAIDAL d’Alger, s’inscrit dans le cadre de 1’évaluation de ’activité antibactérienne
de quelque plantes spontanées dans la région de Médéa, ainsi que la détermination de la teneur en

composé phénolique totaux des plantes sélectionnées.

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adoptant la méthode de Folin-
Ciocalteu révele la présence des quantités moyennement importantes en polyphénols (24,54 et 24,31
mg EAG/g extrait). De méme nous avons dosé les flavonoides par la méthode d’AlICI3 qui nous a
meéné a conclure que Globularia alypum et Asparagus officinalis contiennent une quantité
considérable de flavonoides (36,14 et 31,19 mg EQ /g de d’extrait).

Le potentiel anti-radicalaire des extraits a été déterminé par la méthode de DPPH dont les résultats
montrent que ces extraits possédent une bonne activité. CEE-Fe, I’EE-Ti et EE-FI présentent une
IC50 de I’ordre 0,77 mg/ml, 0,83 mg/ml, 1,16 mg/ml respectivement, L’EE-Tf et I'EE-Th I’EE-Rc
présentent une activité anti radicalaire plus au moins modéré avec une IC50 de I’ordre de 1,91
mg/ml, 3,05 mg/ml, 5,79 mg/ml respectivement, donc ces plantes contient des molécules qui sont
considérées comme des agents antioxydants de premiére classe et peuvent étre employées pour des
applications thérapeutiques, sachant que les antioxydants contribuent de maniére tres efficace a la
prévention des maladies telles que le cancer, et les maladies cardiovasculaires. Au cours de cette
étude nous avons réalisé également un test antimicrobien vis-a-vis 6 souche de référence, les résultats
microbiologiques ont montre que les extraits de Globularia alypum et d'Asparagus officinalis ont une
action modérée sur les espéces bactériennes testées.
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Sachant que notre pays possede une biodiversité immense, dont chagque plante se caractérise par un
réservoir assez important de métabolites secondaires avec des caractéristiques thérapeutiques et
pharmacologiques particulieres qui demandent d’étre exploitées par les recherches. plusieurs
perspectives peuvent étre proposées :
v’ Faire une étude biochimique sur Globularia alypum et Asparagus officinalis.
v" Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles qui pourront répondre aux différents
problémes de la santé et d’étre un alternatif des médicaments synthétiques.

v' Développer des médicaments anti-radicalaires a base de plantes, doués d’une activité
antioxydante.
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Annexe A

1/ Matériels

A. Appareillage

v
v
v

AN

<

Rota vapeur RE300 Cole-Parmer pour la séparation du solvant de I’extrait.
Spectrophotométre UV/visible type mini 1240 SHIMADZU.

Plague chauffante avec Agitation de type Stuart UC 152 utilisé pour la préparation des
milieux de culture.

Filtres stériles (whatman filter papers) a porosité de diametre de 150mm utilisé pour la
filtration de homogeénat/filtrat et la solution.

Pour I’utilisation microbiologique on a utilisé Vortex de type VELP et un densitometre de
type, Grant- bio.

Autoclave pour la stérilisation des solutions et les milieux de cultures.

Balance a précision de type Denver avec I’incertitude de d=0,1 mg.

Etuve de type Memmert utilisé pour I’incubation des microorganismes, et le séchage de
filtrat.

Bain marée de type Memmert.

Erlenmeyer, micropipette, éprouvette, pipette pasteur, barreau magnétique.

B. Les produits consommables

<

AN N N N N U N N N N U R N

Ethanol 96 %
Méthanol 99 %
Glycérol

DMSO

DPPH

Acide ascorbique
Acide gallique
Quercetine
Folin-Ciocalteu
Na2Co3

AICI3

La solution de carragéenine
Ibuprofene

Eau distillé
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v Eau physiologique 0.9%

C. Les antibiotiques utilisés
Amikacine

Gentamicine
Vancomycine
Tétracycline
Chloramphénicol

Céfazoline

AN N N N N

Céfoxitine
D. Milieux de culture utilisée

v' Le milieu de culture Mueller hinton
v Le milieu de culture Chapman

v Gélose cétrimide

v BHIB

2/ Préparation des milieux de cultures

Il existe de nombreux milieux de culture qui permettre le développement, la conservation,
I’isolement, la sélection des micro-organismes. Ces milieux peuvent etre soit trouvés dans le
commerce sous forme de milieu préts a ’emploi, soit fabriqués en laboratoire.

(1 Gélose de Muller Hinton utilisé pour tester la sensibilité ou la résistance des germes pathogenes
envers les antibiotique et les sulfamides par des testes d’effusion. La gélose Mueller Hinton est une
gélose riche pour la réalisation de I’antibiogramme

Gélose Muller Hinton (38 g) plus 1L d’eau distillée. Porter a ébullition avec agitations jusqu’a la
dissolution complete de la poudre. La solution a ensuite été stérilisée a 1’autoclave a 121°C pendant
30 min.

[1 Gélose de chapman est un milieu sélectif pour l'isolement et la numération des staphylocoques.
Il permet également de différencier les espéces fermentant le mannitol de celles qui ne le fermentent

pas.

Gélose de chapman (111g) de milieu déshydraté dans un litre d’cau distillée stérile. Mélanger jusqu’a
obtention d’une suspension homogene. Chauffer lentement en agitant fréquemment, puis porter a

¢bullition jusqu’a dissolution compléte. Stériliser a I’autoclave a 121° C pendant 15 minutes.
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(1 GELOSE DE CETRIMIDE La gélose au cétrimide est un milieu sélectif utilisé pour I’isolement
et I’identification présomptive de Pseudomonas aeruginosa qui colore ce milieu en bleu-vert par

production de pyocyanine.

1 Bouillon nutritif BHIB est un milieu de culture microbiologique non-sélectif. Elle est utilisee

pour la culture d’un grand nombre de microorganismes, notamment de bactéries, des levures et des
3/ Solutions préparées

[J L’eau physiologique : L’eau physiologique est une solution a 9%, 9g de NaCl pour 1litre d’eau
distillée.

Apres préparation, stériliser cette solution et la conserver a 4°C jusqu’a son utilisation.
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Annexe B
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Figure b2 Résultat de I’effet antibactérienne des entraits d’Asparagus officinalis
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Annexe ¢
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Figure c.1 Courbes des trois essais d’activité anti-oxydante de Glb Ti
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Figure c.2 Courbes des trois essais d’activité anti-oxydante de Glb fe
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Figure c.3 Courbes des trois essais d’activité anti-oxydante de Glb fl
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Figure c.4 Courbes des trois essais d’activité anti-oxydante d” Asp
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Figure c.5 Courbes des trois essais d’activité anti-oxydante d’Asp Rc
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Figure c.6 Courbes des trois essais d’activité anti-oxydante d’ Asp Br
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Courbe d’étalonnage des Flavonoides
(Quercétine)
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Figure c.7 Courbe d'étalonnage de la quercétine.
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Courbe d'étalonnage d’acide gallique
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Figure c¢.8 Courbe d'étalonnage d’acide gallique .
Courbe d'étalonnage d’acide ascorbique.
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Figure c.9 Courbe d'étalonnage d’acide ascorbique.
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