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Résumer

Résumé

Notre travail a porté sur 1’étude des extraits bruts de Mélisse officinalis, Myrtus comminus,
Erica arborea, Acanthe mollis, Pour cela nous avons réalisé des tests de screening sur les
extraits, ces tests donné une idée générale sur le métabolisme secondaire des plantes et ils ont
révelé la présence de quelques groupes chimiques (polyphénols totaux, Flavonoides, alcaloides,
terpene) et une étude des activités anti oxydantes, antibactériennes et anti-inflammatoires des
extraits.

L’évaluation quantitative des composés phénoliques par la méthode de Folin-ciocalteu a
montré que la quantité de polyphénols la plus élevé enregistrée par 1’extrait d’E.Arborea (37,3
mg EAG/g extrait).

Le dosage des flavonoides par la méthode de trichlorure d’aluminium a révélé des teneurs de
38,4 mg EQ /g d’extrait de M.communis comme une valeur élevé.

L'activité antioxydant in vitro a été étudiée par la méthode de réduction du radical libre
DPPH. Les résultats obtenus ont montré que les extraits peuvent agir en tant que piégeurs de
radicaux et montré une activité¢ inhibitrice de DPPH. Deux extraits semblent étre de bons
piégeurs de radicaux, les extraits E.E.d’E .Fleur 1C50=0,36mg/ml et de M.officinalis
1C50=0,68mg/ml.

L’effet antibactérien des extraits est évalué par la technique de diffusion sur I’agar vis-a-vis
six souches référentiels ATCC : Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa,Bacillus subtilus, salmonella typhimirium et Staphylococcus Epidermidus et trois
souches fongiques :S.cerevisiae C.albicans A.brasiliensis
I’extrait d’A.mollis et d’ E.Arboreae ont montré une activité antimicrobienne contre la plupart
des souches testées, la meilleure activité inhibitrice était contre P.aeroginosa avec une zone
d’inhibition significative égale 33,67mm et 25,45mm respectivement .

Notre étude phytochimique et biologique a montré que ces plantes possede des potentialités
anti-inflammatoires, antimicrobienne et anti-oxydante.

Mots clés : Mélisse officinalis, Myrtus communis, Erica arboreae, Acanthe molli, effet

synergique.
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Abstract

Our work focused on the study of the crude extracts of Melissa officinalis, Myrtus comminus,

Erica arborea, Acanthe mollis, For this we performed screening tests on the extracts, these tests
gave a general idea about the secondary metabolism of the plants and they revealed the presence
of some chemical groups (total polyphenols, Flavonoids, alkaloids, terpene) and a study of the
anti-oxidant, antibacterial and anti-inflammatory activities of the extracts.
The quantitative evaluation of phenolic compounds by Folin-ciocalteu method showed that the
highest amount of polyphenols recorded by the extract of E.Arborea (37,3 mg EAG/g extract).
The determination of flavonoids by aluminum trichloride method revealed contents of 38.4 mg
EQ /g extract of M.communis as a high value.

The in vitro antioxidant activity was studied by DPPH free radical reduction method. The
results obtained showed that the extracts can act as radical scavengers and showed DPPH
inhibitory activity. Two extracts seem to be good radical scavengers, the E.E. extracts of E.Fleur
IC50=0,36mg/ml and M.officinalis IC50=0,68mg/ml.

The antibacterial effect of the extracts was evaluated by the agar diffusion technique against
six ATCC reference strains: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilus, salmonella typhimirium and Staphylococcus Epidermidus, and three fungal
strains: S. cerevisiae, C. albicans, A. brasiliensis.

A.mollis and E.Arboreae extracts showed antimicrobial activity against most of the tested
strains, the best inhibitory activity was against P.aeroginosa with a significant inhibition zone
equal to 33,67mm and 25,45mm respectively.

Our phytochemical and biological study showed that these plants have anti-inflammatory,
antimicrobial and antioxidant potentialities.

Key words: Melissa officinalis, Myrtus communis, Erica arboreae, Acanthus molli, synergistic

effect.
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Depuis les temps les plus reculés, I'hnomme a utilisé des plantes, d'abord pour se nourrir,
puis pour se soigner. 1l a appris, petit a petit, a reconnaitre les plantes comestibles et les plantes
toxiques, utilisant certaines d'entre elles a des fins guerriéres, criminelles, magiques ou pour
faciliter la péche (Quetin-Leclercq 2002).

Dans la tradition populaire, des plantes sont mentionnées pour étre des remedes de
différentes maladies. Les recherches modernes ne font que redécouvrir ce savoir acquis au cours
des siécles. En effet, de nombreux travaux notoires ont pu démontrés l'activité biologique et les
modes d'action thérapeutiques des métabolites extraites a partir des plantes. Ces derniéres
permettent d'aborder les traitements de facon globale et moins agressive en éliminant la plupart
des effets secondaires connus chez certains médicaments dits moderne (Schawenberg et Paris,
1977).

Les propriétés biologiques des principes actifs des extraits provenant de diverses sources
vegétales continuent a avoir un trés grand intérét comme supplément en médecine
complémentaire. La plupart de ces extraits contiennent des polyphénols qui sont d’ailleurs de
plus en plus utilisés en thérapeutique (Iserin, 2001).

De nombreuses études ont mis en évidence la présence de métabolites secondaires doués
d'activités biologiques telles que les polyphénols, alcaloides, terpenes ... etc. (Jensen et
Schripsema 2002).

En Algérie comme dans tous les pays du Maghreb, les plantes médicinales et aromatiques
sont utilisées surtout dans les milieux ruraux par des personnes agées qui connaissent encore
certaines recettes de tisanes (Quezel et Santa, 1963). La médecine traditionnelle, ainsi
pratiquée, trouve un accueil favorable aupres des populations qui sont hélas, parfois en proie a
un charlatanisme ignorant et dangereux pour les malades (Delille, 2007).

Dans le Hoggar et en I'absence de médicine, dans certaines contrées isolées, les Touaregs se
soignent avec les plantes médicinales et aromatiques dont ils connaissent le secret transmis de
pére en fils. De méme, en Kabylie lorsque, les montagnards utilisent des plantes médicinales et
aromatiques pour se soigner (Quezel et Santa, 1963).

Les quatre espéces «Erica arborea », «Acanthus mollis», «Myrtus communis L,
«Méllissa officinalis L» sont parmi les plantes utilisées dans la médecine populaire algérienne.
Ils sont traditionnellement utilisés pour ses effets anti-inflammatoires, astringents (Gokhan
Zengin et al., 2019), diurétique, antiulcéreux (Guendouze-Boucheffa et al., 2015). Contre les
piqiires d’insecte, dans les troubles menstruels, les douleurs abdominales et contre les maladies
rhumatismales (Babulka, 2005), contre les bronchites, les sinusites, les otites, les diarrhées et

les hémorroides. Constituent un remeéde contre la dysenterie, I’entérite et les hémorragies
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(Beloued, 1998).

Grace a ces effets, notre travail porte sur I’évaluation des activités biologiques des extraits de
quatre plantes récoltées de la région d’el-Hammdania (Médéa), et la comparaison des effets

synergiques de ces extraits.

Ce mémoire est composé alors de deux grandes parties :

La premiere partie propose une mise en point bibliographique. Elle est divisée en trois
chapitres :
v' Le premier chapitre : est consacré a 1’étude des plantes médicinales et leurs
métabolites.
v Le deuxiéme chapitre : traite la caractérisation des plantes étudies par une meilleure
connaissance de la composition chimique.
v’ Le troisieme chapitre : touche les activités biologiques des extraits des plantes.
La deuxieme partie expérimentale est divisée en :
v Une partie qui décrit en détail le matériel végétal et la démarche pratique adoptée pour
la réalisation de ce travail a savoir :
-La préparation de matériel végétale de la récolte, ’extraction des principes
actifs jusqu'a I’obtention d’un extrait sec.
-L’évaluation de la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides dans les
extraits obtenus.
-L’évaluation de D’activité antioxydante des extraits selon la méthode du
piégeage du radical libre DPPH.
-L’évaluation de I’activité antimicrobienne des extraits vis-a-vis Six souches
bactériennes  (Staphylococcus aureus, Staphylococcus  épidémiques,
Escherichia coli, Bacillus sibtilus et Pseudomonas aeruginos et salmonella
typhimurium) et trois souches fongiques (Candida albicans, Aspergillus
brasiliensis, Saccharomyces cerevisiae), ainsi que la comparaison des effets
synergiques entre les extraits de différentes plantes d’une part et entre les extraits
des différents organes d’une méme plante d’autre part.
-L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire des extraits
-L’évaluation de I’activité anticoagulante des extraits.

v Une partie qui résume les résultats obtenus et leur discussion.
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Enfin, ce mémoire se termine par une conclusion générale qui récapitule les résultats les plus
importantes.
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Partie I -
Synthese

« Une mauvaise herbe est une plante dont on n’a pas
encore trouvé les vertus »
Ralph Waldo Emerson
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I-1. Plantes Médicinales
I.1.1.Définition des plantes médicinales

Selon I'Organisation mondiale de la santé, les plantes médicinales contiennent dans
un ou plusieurs de leurs organes des substances qui peuvent étre utilisés a des fins
thérapeutiques ou g ui sont des précurseurs de la synthese de médicaments utiles.

On appelle plante médicinale toute plante renfermant un ou plusieurs principes actifs
capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies (Schauenberg et Paris ,2006).

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 systeme sanitaire moderne (Elgaj et al., 2007).

Les plantes médicinales fournissent aux gens des médicaments pour prévenir les
maladies, maintenir la santé ou guérir les maux. La plante médicinale posséde des
caractéristiques favorables a la santé, procure un soulagement temporaire des
problémes symptomatiques, ou a des propriétés curatives. Les racines, les feuilles, les
graines, I'écorce ou toutes les parties d'une plante médicinale possedent un principe
thérapeutique, ou un précurseur de la synthese de médicaments utiles (Alamgir, 2017).
I.1.2.Utilisation traditionnelle des plantes médicinales

Malgré le développement du médicament de synthése, le médicament végétal sous
ses différentes formes continues a occuper une place de choix ainsi, I’OMS estime que
la médecine traditionnelle couvre les besoins en soins de santé primaire de 80% de la
population mondiale. Ce phénomene n’est pas seulement limité aux pays en
développement. Une analyse des prescriptions médicales menée aux Etats-Unis entre
1959 et 1980, a montré que 25% d’entre elles contenaient un principe issu du régne
végétal, tandis que pres de 60 % des prescriptions en Europe de I’Est proviennent
directement ou indirectement de plantes (Hmamouchi et al., 2012).

I.1.3.importance des plantes médicinales

Les plantes avec leur nombre illimite constituent un réservoir immense de nouveaux
composés médicinaux potentiels, grace a ses molécules qui présentent I'avantage d'une
grande diversité de structure chimique et activités biologiques. La plupart des espéces
végétales qui poussent dans le monde entier possédent des vertus thérapeutiques car
elles contiennent des principes actifs (telles que les polyphénols et les flavonoides,
tanins, huiles essentiels...) qui sont douées de plusieurs propriétés physiologiques et

biologiques surtout celles destinées a la santé humaine et qui agissent directement sur
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I’organisme. On les utilise aussi bien en médecine classique qu’en phytothérapie ; elles
présentent, en effet, des avantages dont les médicaments sont dépourvus (Bruneton,
1999).
1.1.4. Applications des plantes médicinales

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit
dans I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces
composés on retrouve dans une grande mesure les métabolismes secondaires qui se sont
surtout illustrés en thérapeutique. La pharmacie utilise encore une forte proportion de
médicaments d'origine végetale. 1l y a eu donc un réveil vers un intérét progressif dans
I'utilisation des plantes médicinales dans les pays développés comme dans les pays en
voie de développement, parce que les herbes fines guérissent sans effet secondaire
défavorable (Bruneton, 1999).

I.1.5.La Phytothérapie

La phytothérapie (En grec, Python = végétal et Therapein = soigner) peut donc
se definir comme étant une discipline allopathique destinée a prévenir et a traiter
certains troubles fonctionnels et/ou 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).
1.1.6.Métabolites secondaires des plantes et leurs principes actifs

Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de base
(acides nucléiques, 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 photosynthése, mais résultent des réactions chimiques ultérieures. Ces
composés sont appelés métabolites secondaires. De nos jours, un grand nombre de
composés sont utilisés en médecine moderne. Nous citerons ci-dessous quelques
importants groupes phytochimiques, source de molécules biologiquement actives.
1.1.6.1. Les polyphénols

Les tissus végétaux contiennent un grand nombre de substances a fonctions phénols,
dont les plus importants sont les anthocyanes (pigments rouges et bleus des fleurs et
des fruits), les flavones et leurs dérivés (pigments jaunes), les tanins...etc. Bourzeix,
(1976) ont classé les constituants phénoliques en différents groupes :

-Les phénols simples.
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-Les acides phénols et leurs dérivés.

-Les catechines et leurs esters galliques. -Les leucoanthocyanes.
-Les anthocyanes.

-Les flavonoles.

-Les tanins et leurs dérivés.

o o
14O N COOH

Figure 01 : structures de quelques polyphénols (Bruneton, 1999).

A. Les flavonoides

Les flavonoides tirent leur origine du mot latin « flavus = jaune ». Ce terme a été
utilisé pour la premiére fois pour décrire la famille de composés colorés en jaunes
(Jovanovic et al., 1997). Par la suite, on leur avait ajouté les flavonones moins
intensivement colorés, des flavonoles moins colorés (catéchines), les composés colorés
en rouge et des anthocyanidines bleues. Certains dérivés flavoniques sont utilisés en
thérapeutique comme des protecteurs capillaires. D’autres possedent des activités
diurétiques, antispasmodiques, antiulcéreuses, gastriques et anti-inflammatoires. Ce

sont des molécules toxiques mais bien tolérées par ’'Homme (Bezanger et al., 1980).

Figure 02 : Structure chimique générale des flavonoides (Havsteen, 2002).

B. Les alcaloides

Malgré les propriétés tres hétérogénes, un certain nombre de substances sont
regroupés sous le terme «alcaloides » en raison de leur origine végétale et de leur
caractére alcalin (Guignard et al., 1996). Ils forment un groupe trés hétérogéne du

point de vue : structure, propriétés chimiques et activités biologiques. Ce sont des bases
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de poids moléculaire trés variable, qui donnent des sels en présence des acides (Paris
et Hurbielle, 1981).
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Figure 03 : Structures de quelques alcaloides (Bouchelta et al., 2005).

C. Lestanins

Le terme tanin désigne des substances phénoliques de structures assez éloignées
mais ayant en commun des propriétés tannantes. Ces propriétés tannantes concernent
plus particulierement un ensemble de substances poly phénoliques d’origine végétale
dont les masses moléculaires sont comprises entre 500 et 3000 daltons (Paris et
Hurbielle, 1986). Ces substances peuvent étre classées en deux catégories : les tanins
hydrosolubles ou tannoides, qui sont des polymeres de 1’acide gallique, et les tanins
vrais non hydrosolubles, qui sont des polyméres de certains flanons.
1.1.6.2.1es huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires des plantes, appelées
couramment essences, elles sont des produits odorants volatiles, extraits de différentes
parties de plantes (Bonnafous, 2013 ; Hilan et al., 2011 ; Tongnuanchan et al., 2014),
possedent un indice de réfraction élevé et ont une densité inférieure a celle de I'eau,
tandis que plusieurs exceptions existent. Elles sont aussi solubles dans les alcools et la
plupart des solvants organiques (Li et al., 2014).

L'activité biologique des huiles essentielles dépend de leur composition chimique
(Jovanka et al., 2011). A été reconnu dans le passé, les huiles essentielles étaient
uniquement utilisées a des fins thérapeutiques directement pour les humains et les
animaux (Soto Mendivil et al., 2006).
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Figure 04 : structure de quelques huiles essentielles (Schwammele, 2001).

I.2. Caractéristique genéral des plantes étudiées
1.2.1. Melisse officinalis
1.2.1.1. Historique

Melisse officinalis est une vieille plante mellifere, condimentaire et médicinale,
importée par les Romains et les anciens Grecs (Anrdraes, 1998). Avicenne (980-1037)
la recommandait parce que, disait-il elle rendait le ceeur joyeux par la suite il découvrit
son action positive sur le tube digestif.

Ce sont les médecins arabes qui ont découvert les vertus médicinales de Melisse
officinalis L .vers les Xe siécles, ils vantaient son pouvoir cordial « qui réjouit le ceeur
»ainsi que son remede contre la mélancolie (Delaveau et al., 1989).

Durant du XIX* Siécles et mise au point par les religieux du Carmel, « I'Eau de
Mélissa des carmes et de la chartreuse »est toujours utilisée et est employée contre les
vertiges et les syncopes (Delille, 2007).

Une importante étude clinique effectuée en 1990 a montreé l'efficacité de I'association
Mélissa-Passiflore dans le traitement de I'anxiété (Roux, 2005).
1.2.1.2.1a Melisse officinalis L. Au sein de taxonomie

La Taxonomie de Melisse officinalis L. est donnée selon Quezel et Santa (1962-
1963). (tabl)
Tableau 1 : La Taxonomie de Melisse officinalis L.

Régne Végétal

Ordre Lamiales
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Embranchement Spermaphytes

Sous-embranchement Angiospermes

Famille Lamiacées

Classe Eudicotylédones

Sous-classe Astéridées

Genre Melissa

Espece Melissa officinalis

On note trois especes : officinalis, inodora et altissima. L’espéce officinalis est la
plus utilisée en thérapeutique (Carnat et al., 1998).

1.2.1.3.Dénomination vernaculaire

Cette plante présente plusieurs noms vernaculaires :

Nom botanique : Melisse officinalis L

Nom francais : Citronnelle. Piment des abeilles, The de France, Poincirade. Citronade,

Piment des ruches. pament des mouches (Bonnier, 1990).

Nom anglais : Nom Anglais : Lamon blam, Bee blam, Blam, Common Balm, Balm
Mint, Pimentary (Bonnier, 1990).

Nom arab : Habaq t-trunj,Merzizou(Ait Youssef,2006), Tourounndjan (Baba
Aissa,2011).

1.2.1.4. Description botanique

Tres recherchée par les abeilles, le nom de la Mélisse officinale (Melissa officinalis
) vient du grec melissophullon qui signifie « feuille a abeilles ».C’est une plante

médicinale et aromatique((kothe,2007).
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C’est une plante également herbacée vivace de la famille des Lamiacées avec

des feuilles a I’odeur et la saveur citronnées (Kothe, 2007).

Les feuilles pétiolées, sont réparties de facon opposée et décussee sur la tige
(Wichtl & Anton, 2003). Leurs bords sont fortement crénelés, Elles sont de forme
ovale et cordiforme, aux nervures réticulées trés saillantes sur la face inférieure,
donnant cet aspect gaufré a la face supérieure. La surface est recouverte de fins poils
courts (Perrot & Paris, 1971).

Le fruit est un tétrakene contenant de petites graines brunes, foncées et luisantes.

La melisse posséde une tige carrée, dressee et ramifiée, poussant en touffe, mesurant
le plus souvent entre 30 et 80 centimetres de haut (Perrot & Paris, 1971; Thoby,
2009).

La Meélisse officinale peut parfois, notamment si elle est cueillie a 1’état sauvage,

étre confondue avec d’autres plantes (Wichtl et Anton, 2003 ; Babulka, 2005).

Figure 05 : Melisse officinalis .

1.2.1.5. habitat et Répartition géographique

Originaire de la région méditerranéenne orientale, elle pousse a I'état sauvage dans
les pays chauds. On la retrouve, a I'état spontané, en touffe, dans les terrains vagues,
aux abords d'habitations, dans les haies, aux pieds des murs et bords des chemins jusqu'a
1000metres d'altitude (Hayon, 2007; Boullard, 2001).

Elle s'est parfaitement acclimatée aux régions tempérées d'Europe occidentale. La
mélisse pousse sur tout type de sols sauf les plus fluides. En sol 1éger et fertile elle peut
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méme étre envahissante. L'idéal pour cette plante est un sol drainé, chaud mais pas trop
sec, sablonneux ou argileux-sablonneux, riche en humus et un emplacement ensoleillé.
Elle peut pousser dans des endroits ombragés mais sa teneur en huile essentielle sera
amoindrie (Teuscher et al., 2005).

En Algérie, la mélisse est cultivée dans les régions de la Kabylie. Néanmoins, elle
est spontanée dans les montagnes du tell, ou elle est signalée comme assez rare jusqu'en
1962.

On I'observe dans les ravins humides des montagnes de Babors, du Djurdjura et de
I'atlas Blidéen, les décombres, les endroits frais et les foréts, ainsi qu‘aux alentours des
maisons. (Beloued, 2005; Baba Aissa, 1999).

A. Culture et récolte

Cultivée sur un sol profond et bien exposé au soleil, la récolte des feuilles aura lieu
avant la floraison en raison de lI'odeur de punaise développée par les fleurs, et par temps
sec car les feuilles noircissent a I'humidité (Hayon, 2007).

La récolte se fait a partir de la seconde année. Les feuilles se cueillent sur les jeunes
pousses ne dépassant pas 30 centimeétres, et on peut réaliser 2 a 3 récoltes par an si I'on
prend soin de les cueillir régulierement, de juin a septembre. La partie aérienne de la
plante se récolte de juin a aolt. Le séchage se fait a I'ombre en dessous de 35 °C
(Delaveau et al., 1989).

On conserve le tout dans un récipient fermée a I'abri de la lumiére, de la poussiére et
de I'numidité, mais elle ne conservera pas son ardme au-dela d'une année. (Thomson,
1981).

B. Partie utilisées de la plante

On utilise les parties aériennes, feuilles sommités fleuries fraiches ou séchées
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P 2l 8

Figure 06 : Parties aériennes fraiche et seches de la Mélisse .
1.2.1.6. Usage médical traditionnel

La mélisse est connue depuis des siecles en tant que plante médicale. Le philosophe,
écrivain et médecin perse Avicenne (980 - 1037) recommandait la Mélisse pour
renforcer le cceur. L’écrivain anglais John Evelyn (1620 - 1541) a décrit la Mélisse
comme une plante qui structure le cerveau, renforce la santé mentale et supprime la
mélancolie (Bahtiyarca Bagdat et Cosge, 2006).

Cette plante est trés utile pour le traitement des agitations nerveuses, comme
somnifére (Herodez et al., 2003). Dans la médecine traditionnelle, la Mélisse est
utilisée pour soigner : céphalée, nervosité, troubles gastro-intestinaux, bronchite,
dépression, hystérie (Herodez et al., 2003 ; Dastmalchi et al., 2008), rhumatisme,
flatulence, nausée, anémie, vertige, syncope, asthme, aménorrhée, insuffisance
cardiaque, troubles de la conduction cardiaque, insomnie, épilepsie, psychose, ulceres,
blessures (Dastmalchi et al., 2008), troubles de 1’abdomen inférieur, migraine,
faiblesse nerveuse, mal de dents et hypertension artérielle (Herodez et al., 2003).
1.2.1.7. La composition chimique et Activités biologiques

La quantité d’huile essentielle présente dans la Mélisse n’est pas trés importante
(0,02R 0,32% du poids sec de la Mélisse) (Ribeiro et al., 2001 ; Toth et al., 2003 ;
Carnat et al.,1998), mais son prix est élevé (Ribeiro et al., 2001). L’huile essentielle
de Mélisse présente des activités antibactériennes, anti-parasitiques, antihistaminiques
et antifongiques (Sadraei et al., 2003). Les principaux composés de 1’huile essentielle
sont le citral (représenté par les deux stéréo-isoméres néral et geranial), le
caryophyllene et le citronellal (Toth et al., 2003 ; Carnat et al., 1998 ; Fialova et al.,
2008 ; Rozzi et al., 2002). D’autres composés y sont présents en petits quantités tels
que germarcene D, ociméne, citronellol (Carnat et al., 1998).
oxyde de caryophylléne, néral acétate (Rozzi et al., 2002), linalol, geraniol (Ribeiro et
al., 2001).
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La Mélisse est composée de flavonoides, lutéoline, quércétol, acides phénols,
caféine, chlorogénique, labiatique, muccilage, dérivés terpéniques (Hmamouchi,
1999).

1.2.2. Myrtus communis L.
1.2.2.1. Historique

Myrtus communis Linn. Ou myrte commun (famille % Myrtaceae) est I'un des
médicaments importants utilisés dans Unani Systeme de médecine depuis la période de
la Grece antique. Il est reconnu comme Aas et ses baies sont connues sous le nom de
Habb-ul-Aas. Il est souvent cultivé pour son beau feuillage, ses fleurs et ses baies.

Ses baies, ses feuilles ainsi que son huile essentielle sont fréquemment utilisé pour
diverses affections comme l'ulcére gastrique, la diarrhée, la dysenterie, les
vomissements, les rhumatismes, les hémorragies, les sinus profonds, leucorrhée et a des
fins esthétiques comme le contrdle de la chute des cheveux.

Les feuilles, les baies et les brindilles sont utilisées pour aromatiser les aliments et
vins. Autrefois, les fruits mdrs étaient utilisés comme intégrateurs alimentaires en
raison de leur teneur élevée en vitamines.

Une large gamme des composés biologiquement actifs tels que les tanins, les
flavonoides, les coumarines, I'huile essentielle, I'huile fixe, les fibres, les sucres, I'acide
citrique, l'acide malique et les antioxydants sont présents dans la plante. Cette
contribution dresse un état des lieux exhaustif de son expertise ethno-médicale. Usages,

constituants chimiques et profil pharmacologique en tant que plante médicinale

Figure 07 : aspect morphologique de myrtus communis L

1.2.2.2. Myrtus communis au sein de taxonomie
La Taxonomie de Myrtus communis L. est donnée selon (Quezel et Santa 1856).
(tab2).
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Tableau 2 : taxonomie de Myrtus coommun.

Régne Plantae

Sous-regne Eucaryotes
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Myrtales

Famille Myrtaceae

Genre Myrtus L

Espéce Myrtus communis L.
Nom vernaculaire Rayhan, Mersin

1.2.2.3. Répartition géographique de myrte commun L

La famille des myrtacées pousse spontanément et en abondance dans le bassin
Méditerranéen. Le genre Myrtus est le seul genre qui soit indigéne en Méditerranée
et au Sahara (Rameau et al., 2008). Le Myrte sauvage pousse abondamment du Nord-
Ouest et de I’Est de la méditerranée y compris les pays frontaliers de I’Europe du
sud ( Goetz et Ghedira, 2012; Aleksic et Knezevic, 2014), dans les foréts de pins,
dans les régions situées a 600 métres d’altitude (Cevat et al., 2007) et au sein des
matorrals thermophiles (Kaddem, 1990). Il s’étend de la Macaronésie a la zone irano-
touranienne et méme en Asie et en Afrique septentrionale (Migliore, 2011 ; Hennia
etal., 2018) . Il est cultivé dans de nombreux pays de la méditerranée, I’Amérique du
Sud et Nord-Ouest de I’Himalaya, de 1’Australie et du Nord-Ouest de 1’Inde
(Wahid, 2013).

En Algérie, il pousse spontanément sur I'Atlas tellien et les régions cétiéres (Quézel
et sana 1962 ; Baba Aissa, 1999 et Mimica-Dukic, 2010).
1.2.2.4.1a description botanique de Myrtus communis L.
Arbuste a feuilles ovoides, 2a 3 fois plus longues que large, a nervation pennée. Fleurs
grandes 10-15 mm, blanches, pourvues a la base de 2 bractées trés petites, rapidement

caduque Bale ovoide 6-8 mm .Rameaux pubescents dans leur jeunesse. (Quezel et
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Santa, 1856).

A. Despéce de Myrte commun

C’est un arbuste trés ramifié et peut atteindre 5 métres. Les feuilles persistantes de
2 a 5 cm de long, opposées, ovales, pointues, vernissees, de couleur vert foncé, sont
aromatiques quand on les froisse. Cette forte odeur aromatique est I’un de ses traits de
caractére .La plante renferme de nombreuses poches sécrétrices surtout au niveau des
feuilles.

Les fruits sortent a I’automne, sont des baies ovoides, de couleur pourpre-noir ou
parfois blanches, de 5 & 10 mm de diamétre, Ces fruits sont comestibles Mais c'est dur
et astringent.

Les rameaux sont de taille fine de couleur verte qui se transforme rapidement en

brun orangé, Pubescents dans leur jeunesse.
- _

a- Lestiges b- Les feuilles c- les fruits

Figure 08 : les organes de la plante Myrtus communis L .

1.2.2.5. Usage médical traditionnel

Le Myrte est utilisé pour lutter contre les bronchites et les dilatations bronchiques,
les catarrhes muco-purulentes des voies respiratoires et urinaires, la tuberculose
pulmonaire, la rhinorrhées, la sinusite, les otites, les diarrhées, les prostatites, et les
hémorroides. Elle est connu également par leur effet hypoglycémique (Baba Aissa,
1999; Mimica-Dukic et al.,2010).

Le Myrte commun est doté de vertus médicinales notamment utilisé comme
antiseptique et désinfectant mais également pour ses propriétés balsamiques. Ce sont
les qualités aromatiques et médicinales du myrte qui favorisent son utilisation dans les
industries pharmaceutique, cosmétique et agroalimentaire. Dans les régions
méditerranéennes, on fait fermenter et macérer les baies pour obtenir de la liqueur et du
vin (Barboni, 2006).
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1.2.2.6. La composition chimique et Activités biologiques
La plante contient des fibres, des sucres et des antioxydants et de nombreux

composés biologiquement actifs. Les composés phénoliques, les flavonoides et les
anthocyanes sont les principaux composés phytochimiques des baies. Les graines
donnent 12-15% d'une huile grasse (huile fixe) constituée de glycérides d'oléique,
linoléique, myristique, palmitique, linoléique et acide ’aurique. Etudes sur l'analyse
des acides gras du Myrte fruits ont montré qu'il contient 14 acides gras, I'acide oléique
étant l'acide gras dominant (67,07%) suivi de acide palmitique (10,24%) et acide
stéarique (8,19%0)30.L'huile de myrte est I'nuile essentielle de M.communis, qui est
extraite des feuilles, des branches, des fruits et fleurs par distillation a la vapeur 1,5. Il
est jaune ou de couleur jaune verdatre avec une caractéristique odeur rafraichissante.

Le rendement et la qualité de I'huile dépendent sur la région de production, la saison
de récolte et la durée de distillation. Les rendements en huile (w/w) de différentes
parties de la plante sont différents. Les rendements des huiles hydro distillées sont :
feuilles, 0,4-0,5% fleur, 0,4% fruits non mdrs, 0,5 % et fruits mars, 0,02 %. Terpénes
et les alcools terpéniques constituent la quasi-totalité composés volatils de I'huile
essentielle.

Les cing composés terpénoides (acétate de myrtényle, 1, 8-cinéole, limonene,
linalol) sont présents dans I'huile de feuilles (0,19-0,37%), fruits (0,03-0,13%0) et fleurs
(0,21-0,26%) mais dans des proportions différentes.

La composition de I'huile essentielle est la suivante :
1,8-cinéole, -pinéne,méthyleugénol, terpinéole, trans-carvéole,cis-carvéole, géraniol,
géranate de méthyle, -terpinyle acétate, acétate de néryle, -caryophylléne,
myrcene,sabinéne, myrcene, p-cymeéne, c-terpinene, linalyleacétate24, car-3-éne,
phellandréne, méthyleugénol33,butyrate de méthyle, benzoate de méthyle, alcool
benzylique,butyrate d'isobutyle31, acétate de myrtényle32, limonéne, - terpinéol,
linalol32,24, eucalyptol34,35, p-cymol , -pinene36, géraniol , camphéne, butyrate de
butyle et myrténol2.Les baies contiendraient de I'acide citrique , du malique acide,
résine, tanin, huile fixel,5, sucrel, flavonoides,les arabinosides d'anthocyanes, les
glucosides d'anthocyanes36,kaempférol, quercétine, myricétine 3-0-
glucoside,myricétine 3, 3-di-o-galactoside, myricétine 3rutinoside, esculine,
scopoletine, acide cafeique37,myricétine 3-o-rhamnoside ou myricitrine, esculétine-6-
oglucosideou I'esculine, I'nespérétine 7-o0-rhamnoglucoside ouhespéridine, hespérétine-

2-0-méthylchalcone-4orhamnoglucoside  38. Les feuilles contiennent, des
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tanins,flavonoides, coumarines39, myrtucommulone A B29,semimyrtucommulone40,
galloyl-glucosides, ellagitanins, acides galloyl-quiniques41, caféique, gallique et acides
ellagiques42. Les racines ont montré la présence de tanins23, alcaloides, glycosides,
sucres reducteurs2, huile fixe21, acides galliques, acides phénoliques, quercétine et
patuletine (Sabiha-Sumbul et al.,2011).

1.2.3. Erica arborea
1.2.3.1. Historique

Les Ericaceae sont une large famille représentée par 4250 especes regroupées en
124 genres (Christenhusz et Byng, 2016). Cette famille dispose d’une large
distribution géographique s’étalant des zones froides ou tempérées a basse altitude
jusqu’aux montagnes des zones tropicales. Cependant, la plus grande densité et
diversité des Ericaceaes se retrouvent sous le climat méditerranéen (Stevens et al.,
2004).

Le genre Erica est un représentant typique de la famille des Ericaceae qui compte
environ 700 espéces a travers le monde que I’on retrouve en Afrique du Sud, en
Europe occidentale et dans les régions méditerranéennes (Suna et al., 2018).La
bruyeére arborescente sous le nom scientifique Erica arborea L est une grande bruyére
poussant sur les sols siliceux. Cette bruyere est parfois appelée aussi « bruyére
blanche », en raison de la couleur de ses fleurs (Amezouar et al., 2010).

Ces plantes a fleurs sont le plus souvent des arbrisseaux ou des arbustes et partagent
avec quelques autres genres proches le nom commun de bruyeres. En Algérie, les
espéces du genre Erica sont représentées par quatre taxons (Erica arborea, Erica
multiflora, Erica cinerea, Erica scoparia) (Yaici et al., 2019).

En Algérie, elle se trouve dans tout le Tell formant une partie importante du maquis
dans les foréts du chéne liége au centre et a I’Est. Elle est plus abondante dans les
magquis privés d’arbres mais cela n’exclut guére sa constante présence associée au thuya
et au chéne vert dans les hauts plateaux (Ait youssef, 2006 et Brosse, 2010).

Connue pour son excellent charbon de bois et les pipes fabriquées a partir de ses
racines, Les especes de cette famille ont maintes fois été signalées pour leurs composés
bioactifs, sources naturelles d’antioxydants largement utilisés par I’homme pour la
prévention des maladies chroniques et infectieuses, en réduisant le stress oxydatifcette
(Johari H et al., 2015) bruyere est également tres utilisée depuis le moyen age.

En médecine traditionnelle, elle est trés connue pour ses vertus thérapeutiques, a
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savoir, antiseptiques, sédatives, anti-inflammatoires et antiputrides (Chevalier, 2008 ;
Bennani et al., 2009 ; Chikhi, 2016 et Rhattas, 2016).
1.2.3.2. Erica arborea au sein de taxonomie

Classification systématique d’Erica arborea selon Quézel et Santa (1963) et Dupont
et Guignard (2007). (tab3)

Tableau 3 : Taxonomie d’Erica arborea.

Régne Végeétal
Embranchement Spermatophytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Eudicots

Ordre Ericales

Famille Ericaceae

Genre Erica (Tourn.) L
Espéce Erica arborea L

1.2.3.3. Noms vernaculaires
L’espéce Erica arborea L., communément appelée lande arbustive, Les différentes
appellations attribuées a Erica arborea varient selon la langue utilisée et la culture
(Yaici, 2020). On retrouve ainsi les appellations suivantes :
En berbere : Akhlendj, bou haddad
En arabe : Khlendj, Chendef, Ariga
En francais : Bruyeére, bruyere arborescent, bruyere blanche
En Anglais: Tree heather, tree heath
1.2.3.4.Répartition géographique
Erica arborea L est une espéce méditerranéenne, indigéne et cosmopolite qui se
développe sur des sols, chauds (thermophile) secs (xérophile) de préférence siliceux
(silicicole) des bois et maquis ou garrigue haute et fermée : matorrals méso
méditerranéens héliophiles acidoclines notamment les landes, les talus et les lisiéres

forestieres. Cette espére a une grande répartition, elle s’étend précisément en Afrique
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du Nord a I’Ouest et au Nord de la Méditerranée et en Europe Méditerranéenne
puis I’Afrique du Sud, I’Afrique centrale, pour arriver jusqu’en Australie et Asie (La
Mantia, et al., 2007).

En Europe méridionale, elle vit surtout en Espagne, Portugal, Midi de la France,
Corse, Italie et les iles Canaries. Elle a également été naturalisée dans les iles
Britanniques, en Australie et en Nouvelle-Zélande. En Afrique du Nord, on la
retrouve dans les foréts sclérophylles de 1’ Algérie ainsi qu’en Tunisie et au Maroc.

Selon la flore de Quezel et Santa en Algérie elle s’étend dans les foréts et garrigues,
elle est commune dans le Tell et est tres rare ailleurs. Elle forme une partie importante
du maquis dans les foréts du chéne liége au centre et a I’est. Elle se rencontre jusqu’a
1200 m dans le Djurdjura, dans les monts des Aureés et le mont de ksour. Elle est plus
abondante dans les maquis, sa présence est associée au thuya et au chéne vert dans les
hauts plateaux du Tell (Ait Youssef, 2006 ; Brosse, 2010).
1.2.3.5.Description botanique

Erica arborea se développe en arbuste pouvant atteindre plus de 3 m de haut, a
rameaux dressés, serrés, les plus jeunes sont blanchatres. Bien ramifiées, ses branches
se tiennent verticales et portent de fines feuilles, ressemblant a des aiguilles trés denses
verticillées par 3 a 4 groupés eux-mémes sur les petites rainures. Elles sont longues de
4 2 8 mm et creusée d’un sillon sur leur face inférieure (Hamim et al., 2017), et un
systeme racinaire profond, avec un grand diameétre (Aubert, 1978).

Les tiges dressées, trés rameuses par des rameaux blanchatres, couverts de poils
inégaux. Les fleurs sont hermaphrodites, elles sont dispersées le long des branches.

La floraison commence des mois de mars au mois de mai et certaines variétés
fleurissent méme dés le mois de février. Ce sont de minuscules clochettes ovoides
divisées jusqu’au milieu en lobes obtus, de couleur blanche et parfois rosée. Les
étamines ne dépassent pas la corolle mais lui font un cceur plus foncé tandis que les
stigmates sont en bouliers et peu saillants. La pollinisation se fait de maniére endogame
et la dissémination est brochure (Derbel, 2005 et Rhattas, 2016).
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Figure 09 : Erica arborea .
1.2.3.6. Usage traditionnel et propriétés thérapeutiques et pharmaceutiques

Les especes de cette famille ont maintes fois été signalées pour leurs composés
bioactifs, sources naturelles d’antioxydants largement utilisés par ’homme pour la
prévention des maladies chroniques et infectieuses, en réduisant le stress oxydatif
(Yaici et al., 2019).

Erica Arborea Il s'agit d'une plante astringente, dont les parties aériennes sont
utilisées depuis longtemps pour traiter un grand nombre de maladies en raison de leurs
effets bénéfiques sur la santé et de leurs activités telles que anti-inflammatoire,
analgésique, anti-nociceptive, diurétique et anti-rhumatique (Bessah et Benyoussef.,
2014).De nombreux usages d'Erica arborea sont cités dans la pharmacopée
traditionnelle mondiale. Selon une ancienne recette, les feuilles et les fleurs sont
appliquées comme cataplasme guérissent les morsures de serpent. Erica arborea L.
contient de nombreux composés actifs tels que les flavonoides, les monoterpenes, les
triterpénoides, les glucosides phénylpropanoides et les tanins condensés (Bessah et
Benyoussef 2014).

En Turquie, ses parties aériennes sont utilisées en tant que diurétique naturel et pour
traiter les infections des voies urinaires aussi bien que pour traiter la constipation
(Zengin et al., 2019). En lItalie, on s'en sert pour le traitement des infections de la
sphére buccodentaire (Cornara et al., 2009).

Dans les Tles Canaries, les fleurs décortiquées servent d'antiseptiques urinaires,
d'anti-inflammatoires et dhypotenseurs (Darias et al., 2001). Dans la médecine
traditionnelle algérienne, on l'utilise pour traiter I'inflammation, les maladies des reins
comme l'urolithiase, les maladies de la prostate et I'nypertension. (Benarba et al., 2015
; Eddaikra et al., 2019).

Elle est principalement recommandée dans la région du tell Sétifien pour traiter et

prévenir les infections urinaires aigues et chroniques (Yaici, 2020). En Kabylie, elle
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est utilisée pour soigner les calculs rénaux et les taches de rousseur (Meddour et
Meddour-sahar, 2015).
1.2.3.7. La Composition chimique

Parmi les principaux métabolites secondaires les plus abondants des Ericaceae on
reconnait les flavonoides qui sont largement répandus dans les feuilles et les fleurs,
les tanins a savoir les tanins galliques, les tanins ellagiques et les tanins condensés.
D’autres dérivés de phénols et hétérosides phénoliques qui sont caractéristiques des
Ericaceae ainsi que les diterpénes toxiques, les triterpenes et les huiles essentielles
ont étaient identifiés également. (Lhuillier, 2007).

Chez I’espére E.arborea L. des études phytochimiques ont permis de mettre en
évidence un certain nombre de composés tels que les flavonoides, les tanins, les
saponines, les stérols, les glucosides et les mucilages. Dans la littérature les majeurs
principes actifs utilisés en phytothérapie sont essentiellement : les flavonoides, les
acides (principalement fumarique et citrique), les tanins catéchiques ainsi que le
téroside : I’arbutine qui libére de I’hydroquinone (responsables des propriétés
antiseptiques) (Mederreg et Tayeb, 2018).

Les metabolites les plus répandus au niveau des fleurs sont surtout les flavonoides
notamment les flavanones (hespéridine), les flavan 3 ols (épicachétine), les flavonols
(quercétine) et certains tanins condensés, phénols tels que 1’acide caféique, ’acide
chlorogénique, et les coumarines (Guendouze et al., 2015 ; Drissi et al., 2016), des
terpenes (Bahadori et al., 2007 ; Amezouar et al., 2013). Plus de 50 % de I’ensemble
des composés ont été isolés au niveau des feuilles, notamment les tanins hydrolysables
(galliques et ellagiques) et les saponines (35 types isolés) (Mederreg et Tayeb, 2018).
Ces principaux métabolites ont été décrits par plusieurs auteurs en ayant recours a
plusieurs types d’analyses tels que les analyses de criblage chimique par les méthodes
colorimétriques (tests de détection chimique) ou les analyses chimiques classiques (MS
(matiere seche), MM (matiéeres minérales (cendres), MAT (matiéres azotees totales),
CB (celllose brute) et fibres (Boubaker et al., 2004) ou encore les analyses
chromatographiques. D’apres les résultats d’une étude plus récente réalisée sur des
échantillons d’E.arborea dans la région de Tlemcen, le criblage phytochimique a
permis de constater la présence des flavonoides, des tanins et des composes reducteurs,
une présence incertaine des saponosides et 1’absence des alcaloides, des stérols, des
terpénes et des coumarines (Belarbi, 2018).

1.2.4. Acanthus mollis
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1.2.4.1.Historique
Les Acanthacées forment une grande famille de 4300 especes réparties dans 346

genres. Les membres sont principalement presents dans les tropiques, mais aussi dans
la région tempéree, dans la Méditerranée. Les Acanthacées sont principalement des
herbes ou des arbustes, y compris les formes de jumelage. Le genre Acanthus en tant
que vivaces pousse a 1’état sauvage dans les prairies, les bois, les broussailles et les
collines rocheuses (Mabberley, 1987). 1l a été utilisé dans la médecine traditionnelle
dans diverses parties du monde. Les feuilles et ses extraits sont utilisés principalement
pour les problémes d’inflammation (Fiorini-Puybaret, 2011 ; Attard et Pacioni
2012 ; Ferrdo et Liberato 2015). Aussi 1’un des premiers a étre cultivé dans les jardins
en raison de la beauté de ses feuilles et aurait été la source d’inspiration pour la
décoration des colonnes corinthiennes (Sharma et al., 2015).
1.2.4.2. Acanthus mollis au sein de taxonomie

La position systématique de 1’ Acanthe est décrite selon Classification de (Cronquist,
1981).(tabb).

Tableau 4 : Taxonomie d’Acanthus mollis.

Reégne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae

Ordre Scrophulariales
Famille Acanthaceae
Genre Acanthus

Espéce Acanthus mollis L
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1.2.4.3.Nom vernaculaire
Acanthus mollis ou Acanthe & Feuilles Molles communément connu sous le nom de

culotte d’ours, (Mabberley, 1987).
1.2.4.4.Description botanique

L'Acanthe a feuilles molles présente une touffe évasée, son genre vient du mot grec
(akantha) qui signifie épine, en référence aux bords dentelés des feuilles de certaines
especes, composee d'un feuillage semi-persistant et tres décoratif. De trés grandes
feuilles (30-80 cm de long), molles, a divisions larges, lobées dentées, vert brillant
(Wolf, B.R et al., 1985).

La croissance reste verte toute lI'année dans les climats doux. Les feuilles sont
inclinées avec des épines. Tiges de beau, pale lilas et blanc, les fleurs apparaissent au
début de I'été et peuvent atteindre une hauteur de quatre a cing pieds, les fleurs peuvent

étre coupées pour des arrangements a l'intérieur ou séchées.

Figure 10 : Acanthus mollis .

1.2.4.5.Répartition géographique

Cette plante elle est d’origine du pourtour méditerranéen dans des zones pas trop
séches se trouve sur les continents européens et africains plus précisément en Europe
méridionale et en Afrique du Nord (Bernard Boullard, 2001). Son habitat type est les
friches mesoxérophiles, subméditerranéennes. Souvent plantée, I'Acanthe molle est
aussi assez fréquente a I'état sauvage, au bord des chemins et sur les terres incultes,
surtout dans les lieux rocailleux et broussailleux. Elle ne dépasse généralement pas 300
m d'altitude (Vignes et al., 2011).
1.2.4.6.Usage traditionnel et propriétés thérapeutiques et pharmaceutiques

Les especes du genre Acanthus sont traditionnellement utilisées pour les plaies.
L’Acanthe molle est utilisée comme diurétique, anti-inflammatoire et apaisante des

muqueuses du tube digestif et du tractus urinaire et en externe pour la cicatrisation des
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plaies et des bralures (Matos et al., 2018). Et pour soigner aussi les dysenteries car il
contient des mucilages Il est toujours prescrit en médecine traditionnelle, pour diverses
inflammations et autrefois utilisé pour obtenir un colorant de couleur jaune. Depuis
I'Antiquité, sa seve avait la réputation d'étre tonifiante et stimulante, réservée aux
guerriers qui la buvaient rituellement avant d'aller au combat (Ferrédo et Liberato,
2015 ; Rivera et Obodn, 1995).

En Malaisie, la feuille de la plante guérissait les rhumatismes, les névralgies et les
plaies de fleche empoisonnées ; au Bangladesh, les feuilles sont utilisées dans le
traitement du cancer ; en Inde, la racine est utilisée pour traiter la toux et hépatite, lépre,
paralysie, teigne, rhumatismes, problemes de peau, morsure de serpent, leucorrhée,
leucémie, etc. (Rekha, B et al., 2017).
1.2.4.7.Composition chimique

Un grand nombre de groupes de composés potentiellement intéressants ont été
trouvés de cette espéce (Tableau 5). 1l s’agit essentiellement de flavonoides, lignanes
et benzoxazinoides (Makowska et al., 2015). Cette espéce est encore peu étudiée
(Matos et al., 2018). (tab6)

Tableau 5 : Métabolites secondaires identifiés dans I’espece Acanthus mollis

Partie de Métabolites secondaires Références
plante
Graines Glucoside de  2,4-dihydroxy-1,4- | Wolf, et al.,1985
benzoxazin-3-one (DIBOA-GLC) Hemann 1988
La plante Flavonoides, acides hydroxamiques Masouda, et al.,
entiere cyclique et dérivés de la 2004 Tomas et
benzoxazolinone. al.,2009

Feilles, Fleurs Glucoside de 2,4-dihydroxy-1,4- Kimberly et al.,
et racine benzoxazin-3-one et 1,4-benzoxazin- | 1995

3-one Wabhidulla et al.,

2001 ; Héctor et

al., 2004 ; Chang-

Hong Huo et al.,

2005.

Feuilles et Anthraquinones, flavonoides et Jaraetal., 2017
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fleurs phénols.
Feuilles 2,4-dihydroxy-1,4-benzoxazin-3-one, | Kanchanapoom et
dérivés al., 2001;
d'acides hydroxamiques et Kanchanapoom et
phenoliques al., 2006 ;
cycliques Matos et al., 2019
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1.3. Activités biologiques :
1.3.1.Activite antioxydant :

I existe de nos jours un intérét croissant vis-a-vis de la biologie des radicaux libres.
Cen’est pas seulement di a leur réle dans des phénomenes aigus tels que le traumatisme
ou I’ischémie, mais aussi a leur implication dans de nombreuses pathologies chroniques
associees au vieillissement tels que le cancer, les maladies cardiovasculaires et
inflammatoires et la dégénérescence du systeme immunitaire (Guinebert, 2005).
1.3.1.1.radical libre

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non
apparié. Cette propriété rend ces éléments tres réactifs du fait de la tendance de cet
électron a se ré-apparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi
transformées deviennent a leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction
en chaine. C’est typiquement ce qui se passe lors de la peroxydation lipidique (Dacosta,
2003 ; Vansant, 2004).

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un
réle particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux libres primaires, qui
dérivent directement de I’oxygene. Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires
[Radical peroxyle (ROOe¢), Radical alkoxyle (RO¢)], se forment par réaction de ces
radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule (Novelli, 1997).
1.3.1.2.Les antioxydants :

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les
dommages causés par les radicaux libres dans 1’organisme et permettent de maintenir
au niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques de ROS (Vansant, 2004).
Notre organisme réagit donc de facon constante a cette production permanente de
radicaux libres et on distingue au niveau des cellules deux lignes de défense
inégalement puissantes pour détoxifier la cellule (Favier, 2003).

A. Les antioxydants primaires :

La cellule est pourvue d’enzymes antioxydants qui sont des systemes de défense tres
efficaces puisque les enzymes ont la propriété de pouvoir réaliser un travail de fagon
permanente. Cette ligne de défense est constituée de superoxyde dismutase (SOD), de
catalase et de peroxydase (glutathion et ascorbate) (Lehucher-Michel, 2001).

Ces enzymes antioxydant permettent I’¢limination des radicaux libres primaires,
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selon les réactions suivantes :
superoxyde dismutase
2 02 H202 > +O2+2H+

Catalase

2 H202 2H0 + 02

\ 4

Glutathionne peroxydase
H202 + 2GSH » 2H20+ GSSG

De ce fait elles préviennent la formation de radicaux libres organiques a partir des
lipides membranaires notamment et contribuent donc a la protection des membranes de
la peroxydation lipidique (Dacosta, 2003).

B. Les antioxydants secondaires :

Ce sont des molécules exogenes. Contrairement aux enzymes antioxydants, une
molécule d’antioxydant piége un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner & nouveau,
cette molécule d’antioxydant doit donc étre régénérée par d’autres systémes (Dacosta,

2003).

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'antioxydants in vivo ont était proposés.
Elles incluent : la vitamine E, l'acide ascorbique, la beta-caroténe, les flavonoides, les
composés phénoliques,...etc. Elles peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur
perméabilité et elles ont également une capacité de lier les acides gras libres (Kohen et
Nyska, 2002).

1.3.2.Activite antimicrobienne et I’effet synergique :

Dés la naissance I'nomme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanéomuqueux. Pour résister a ces
microorganismes de nombreux moyens sont mis en jeu. On peut schématiquement en
distinguer trois groupes : les barrieres anatomiques, les mécanismes de résistance

naturelle (ou innés) et I'immunité acquise (Kaufmann, 1997).
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1.3.2.1.1’effet antimicrobien :

L’action des antibiotiques peut s’exercer sur des structures ou des mécanismes
essentiels a la croissance ou a la survie des bactéries. Ainsi, ceux qui inhibent la
croissance bactérienne sont qualifiés de «bactériostatiques» alors que ceux qui tuent

les bactéries sont dits «bactericides» (Soilleux, 2007).

1.3.2.2.Le mode d’action :

les antibiotiques peuvent agir sur la paroi bactérienne (peptidoglycane), la structure
de la membrane cytoplasmique bactérienne, la synthése protéique bactérienne, la
synthése de I’ADN de la bactérie, la synthése de I’acide folique (Yala et al., 2001).

1.3.2.3.La résistance aux antibiotiques :

Les bactéries sont capables de se protéger de ’action 1étale des antibiotiques en
réduisant la concentration intracellulaire de ces derniers.

On parle de résistance naturelle lorsque toutes les souches d’une méme espéce sont
résistantes a un antibiotique. La résistance dite acquise survient lorsque, seules,
quelques souches d’une méme espeéce, normalement sensibles & un antibiotique,
deviennent résistantes.

1.3.2.4. leffet synergique :

Le terme synergie est dérivé du grec « syn-ergos », travaillé ensemble. C’est-a-
dire la combinaison et l'interaction de deux ou plusieurs agents ou forces, produit un
effet supérieur a la somme de leurs effets individuels.

Cette définition implique qu'il existe trois manieres possibles qui peuvent résulter
d'une telle (interaction d'agents ou de forces) :

ces forces pourraient simplement s'additionner, sans s'influencer mutuellement « pas
d'interaction », leur combinaison pourrait produire un résultat plus important que
prévu « synergie », ou la combinaison pourrait conduire a un résultat inférieur a la

somme des effets individuels « Antagonisme » (Hans, 2012).
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Il. Matériel et méthodes
I1.1. Materiel
Le matériel utilisé se figure dans I’ ANNEXE .
11.2. Méthode
11.2.1. Echantillonnage
Dans cette étude, les échantillons végétaux utilisés ont été récoltés pendant les mois
de Février et d’Avril 2022 au niveau de la région d’el-Hamdania (wilaya de Médéa).
L’identification botanique des espéces a été réalisée par le Parc Nationale de
Chérea.
Les parties aériennes et la partie souterraine des plantes : les feuilles, les fleurs, les
tiges, les fruits et les racines ont été séparées. Tableau (6).

Tableau 6 : Plantes étudiees, leur date et région de récolte

Plante Partie utilise Région et date de récolte
Mélisse officinalis | Les feuilles El-Hamdania Médéa

Les tiges Mars 2022
Erica arborea Les feuilles El-Hamdania Medéa

Les fleurs Février-Mars 2022
Myrtes communis | Les feuilles El-Hamdania Médéa

Les fruits Février 2022

Les tiges
Acanthes Les feuilles El-Hamdania Medéa
Mollusque Les racines Février 2022

11.2.2.Préparation du matériel vegétal
Pour faciliter 1’extraction des composés phénoliques de ces plantes, deux

opérations de prétraitement de ces matériels ont été effectuées : séchage et broyage.
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v' Séchage : Toutes les parties de la plante (feuille, tige, fleurs, fruit, racine) ont
été nettoyées, lavées avec 1’eau du robinet. Le séchage est effectué a I’ombre,
a I’abri de I’humidité durant trois semaines (21 jours) et a une température
ambiante.

v' Broyage : les parties des plantes séchées ont été ensuite pesées, broyées
finement a  1’aide d’un moulin a café jusqu’a I’obtention d’une poudre
végetale. Mettre la poudre dans une boite et la conserver au sec (température

ambiante) et a I'abri de I'hnumidité.

[ —— il

7 ) ) 3
Plante séchées Broyage Poudre

Figure 11 : séchage et broyage des plantes
11.2.3.Extraction des composés phénoliques
L’extraction a été réalisé au laboratoire pédagogique de la faculté des sciences -
Université de Medéa.

v" Principe

L’étape d‘extraction est considéré comme une étape primordiale d’analyse et
d’identification des molécules bioactives. L‘extraction de produits naturels est
généralement de type solide-liquide. Des méthodes dites traditionnelles, comme la
macération, la décoction étaient jusqu’ici utilisées et considérées comme techniques de
choix pour extraire les composés naturels (Mendiola, 2007).

Dans notre étude, nous avons utilisé deux méthodes d’extractions qui sont :
v’ Extraction par macération dans 1’éthanol aqueux.

v’ Extraction par décoction dans I’eau distillée bouillante.

11.2.3.1.Extraction par macération
La macération est 1’opération la plus simple qui consiste a laisser séjourner le

broyat dans le éthanol aqueux pour extraire les composés phénoliques (Llaneza et al.,
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2009).
11.2.3.2.Extraction par décoction

La décoction est une méthode d'extraction des principes actifs d'une préparation
généralement végétale, et ceci par dissolution de cette matiere végétale dans un solvant
approprié¢ généralement 1’eau bouillante. Elle s'applique aux parties les plus dures des
plantes : racines, graines, écorce, bois (Sophie, 2003).

L’extraction des composés phénoliques par décoction a été effectuée selon le

protocole décrit par Chavan et al. (2001).
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{\ Matériel {\

végétale
50g .
Macération Décoction .
500ml 500ml
(70% éthanol) eau distillé
Agitation 24
pour macération
et sur plaque
chauffante pour
décoction
Filtration sur
Papier wattmen
Réunion
des
Filtrat
Résultat :
Extrait
Sec

Figure 12 : Protocole d’extraction des composés phénoliques.
L'extrait a été pesé et conservé au sec jusqu'a son utilisation et le rendement

d’extraction de chaque extrait doit étre calculé.
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v" Calcul du rendement (R%)

La production rentable d'extraits est le rapport entre la masse de matiére seche de
I’extraite obtenu et la masse de matiére séche de la plante utilisée, il est calculé par la

formule donnée par Falleh et al. (2008).

R (%) = (Mext/Méch).100
Ou:
= R::Clest la production rentable d'extraits (%0).
*  Mext: est la masse de I’extrait aprés évaporation du solvant en mg.

= Mech : est la masse séche de I’échantillon végétal en mg.

11.2.4. Analyses qualitatifs

Le screening phytochimique est un moyen qualitative pour mettre en évidence la
présence des groupes de familles chimiques présentes dans une drogue donnée (Hamid
et al., 2018). Elle est basée sur des réactions de coloration et/ou de précipitation.

A. Détection des substances poly phénoliques

La caractérisation des polyphénols est basée sur une réaction au chlorure ferrique
(FeCls). Sur un volume de 2 ml de I’extrait, une goutte de solution alcoolique de
chlorure ferrique & 2% est ajoutée. L’apparition d’une coloration bleu noiratre ou verte
plus ou moins foncée fut le signe de la présence des polyphénols (Békro et al.,
2007).(figurel3).

Figure 13 : Détection des substances poly phénoliques [prise personnel]

(A) : préparation des extraits ;(B) :I’ajoute de (feCls) ;(C) : observation des résultats.
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B. Détection des Anthraquinone

Pour la détection des anthraquinones, 5 ml de NH4OH & (10%) est mélangé avec

10 ml d’extrait. Apres agitation, I’apparition d’un anneau rouge indique la présence

d’anthraquinones (Oloyede, 2005) (Figure 14).

Figure 14 : Détection des Anthraquinone [prise personnel].
(A) : préparation des extraits ; (B) : I’ajoute NH4OH.

C. Détection des alcaloides

Les alcaloides ont été mis en évidence par le réactif de Dragendorff (réactifs de
précipitation) : 2 gouttes de réactif de Dragendorff sont ajoutées a 0,1 g de poudre est
repris dans 6 ml d’¢thanol a 60%. L’apparition d’un précipité rouge orangé ou brun -

rougeatre indique un test positif (Yves et al., 2007) (Figure 15).

Figure 15 : détection des alcaloides [prise personnel]:(A) : préparation d’extrait ;

(B) :I’ajoute de Dragendorff ; (C) : observation des résultats.

D. Détection des coumarines

Les coumarines ont été mises en evidence par la réaction sur le cycle lactonique.
Dans 2 tubes a essai, sont introduits 2 ml de solution éthanolique obtenue a partir de
chaque résidu. Dans un des tubes a essai, sont additionnés 0,5 ml de NaOH a 10%o,

puis les tubes a essai sont chauffés au bain-marie jusqu’a ébullition. Aprés
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refroidissement, sont rajoutés dans chaque tube a essai 4 ml d’eau distillée. Si le liquide
du tube a essai dans lequel 1’on a ajouté la solution alcaline est transparente ou plus
transparente par rapport au liquide du tube a essai témoin (sans solution alcaline), alors
la réaction est positive. En acidifiant la solution transparente avec quelques gouttes de
HCI concentre elle perd sa coloration jaune, se trouble ou il se forme un précipité (Yves
et al, 2007) .(Figurel6).

Figure 16 :  Détection des coumarines [prise personnel]:(A) :I’ajoute de NaOH ;
(B) : chauffer au bain-marie ; (C) : refroidissement et I’ajoute d’eau distillé ;
(D) :I’ajoute d’HCL.

E. Détection des terpénoides

La méthode de Benzahi (2001) et de Chaouch (2001) permet de mettre en
évidence la présence de terpenoides. A 2,5 ml d’extrait est ajouté 1 ml de chloroforme.
Aprés Homogénéisation, 1,5 ml d’H2SOa4 concentré sont ajoutés au mélange. La

formation d’une couleur brun-rouge a I’interface indique la présence de ces composes

(Figurel?).

Figure 17 : Détection des terpenoides [prise personnel]: (A) : préparation des extraits ;
(B) :I’ajoute de chloroforme ; (C) :I’ajoute H2SO4 ; (D) : observation des résultats.

0
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F. Détection des tanins

Les tanoides (tanins hydrolysables) et les tanins vrais (tanins non hydrolysables ou
condenses) sont des polymeres de polyphénols. Ces derniers ont été mis en évidence
par la réaction au chlorure de fer (111) dans les extraits bruts. A 2 ml d’extrait brut sont
additionnées quelques gouttes d’une solution aqueuse de FeCls a 2%. L’apparition
d’une coloration bleu-noir ou vert-noir indique respectivement la présence de tanoides
ou de tanins vrais (Yves et al, 2007) (Figurel8).

Figure 18 : Détection des tanins [prise personnel]: (A) : préparation de résidu ; (B) :

I’ajoute FeClI3 ; (C) : observation des résultats.

G. Détection des saponines (Saponosides)

Dans un tube & essai, introduire 2 ml de I’extrait a analyser, ajouter 2 ml d’eau
distillée chaude, agiter pendant 15 secondes et laisser le mélange au repos pendant 15
min. Une hauteur supérieure a 1 cm d’une mousse indique la présence des saponines
(Harborne, 1998) (Figurel9).

Figure 19 : Détection des saponines [prise
personnel]:(A) :I’ajoute d’cau distillé chaude ; (B) : Agitation ; (C) : observation des

résultats.
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H. Détection des tanins hydrolysable :

Aux filtrats des masses réactionnelles saturés a CH3sCOONa, sont ajoutées
quelques gouttes d’une solution aqueuse de FeCI3 a 2%. La réaction est positive si une

teinte bleu-noir apparait (Yves et al, 2007). (figure20).

Figure 20 : Détection des tanins hydrolysable [prise personnel]
(A) : préparation des extraits ; (B) : I’ajoute de FeCl3 ; (C) : observation des résultat.

I. Détection des Quinone libre

Sur un volume de chacun de nos extraits, on ajoute quelques gouttes de NaOH 1%.
L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet apres I’agitation indique

la présence des quinones libres (Oloyde, 2005). (figure2l).

Figure 21 : Détection des Quinone libre [prise personnel]
(A): préparation des extraits ;(B) : I’ajout de NaOH ;  (C) : Agitation
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J. Détection des anthocynes

La présence des anthocynes dans un décocté ou infusé est indiquée par une coloration
rouge qui s’accentue par I’addition de HCI dilué et vire au bleu-violacé-verdatre par

I’ajout d’ammoniaque (Wagner et al., 1984) .( figure22).

4 (0 A0 T e |

CLER D

Figure 22 : Détection des anthocynes [prise personnel].
(A) : préparation des extraits ; (B) : I’ajout d’HCI ; (C) : I’ajout d’ammoniaque.
11.2.5. Analyse quantitative
11.2.5.1.Dosage des polyphénols totaux
Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin
Ciocalteu selon la méthode cité par (Wong et al., 2006).

v" Principe

Le principe de la méthode est bas¢ sur 1’oxydation des composés phénoliques par
le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier est constitué d’un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo12040) qui
est réduit, lors de I’oxydation des phénols qui entrainent la formation d’un nouveau
complexe d’oxyde métalliques tungsténe (W8040) et molybdéne (M0o8023) de couleur
bleu. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de polyphénols

présents dans les extraits végétaux (Skerget et al., 2005 ; Ribéreau, 1968).
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v" Mode opératoire

Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par (Singleton et Ross, 1965). Avec

quelque modification.

200 ul de I’extrait

1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu (1/10)

800 ul de carbonate de sodium Na2CO3
(7.5%)

Bien agiter et incuber a I’obscurité et a
température ambiante pendant 2h

Lecture de ’absorbance a 760 nm

Figure 23 : Protocole de dosage des polyphénols totaux (Singleton et Ross, 1965).

v' Expression des résultats

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de
régression de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon I’acide gallique
(5-200 pg/ml) et exprimée en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par

milligramme d’extrait (ug EAG/mg).
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La formule de la régression linéaire de cette courbe d’étalonnage est de y=0,0263
x=0,1436 avec un coefficient de corrélation R? = 4 0.9935. La courbe d’étalonnage de

I’acide gallique est représentée dans la Figure(24).

14

12 + y=0,0263x-0,1436

RI= 0,9932/‘
1

L
0,38
# Sériel

0,6 —— Linéaire (Sériel)

04 -

0,2

Figure 24 : Courbe d'étalonnage d’acide gallique.
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11.2.5.2.Dosage des flavonoides
Le dosage des flavonoides a été effectué avec le réactif de trichlorure d’aluminium

(AICI3).

v" Principe

Les flavonoides contiennent certains groupements structuraux susceptibles de

former par chélation des complexes jaunatres avec les métaux notamment le fer et
I’aluminium.

v" Mode opératoire

Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par (Djeridane et al., 2006) et (Boudiaf,

2006).Avec quelque modification..

1 ml de ’extrait de plante

1 ml de chlorure d’aluminium (2%)

Agitation et Incubation pendant 10 min a
température ambiante

Lecture de ’absorbance a 430 nm

Figure 25 : Schéma représentatif du protocole expérimental de dosage des
flavonoides. (Djeridane et al., 2006) et (Boudiaf, 2006).

v' Expression des résultats

La concentration en flavonoides est déterminée en se référant a une courbe
d’étalonnage réalisée avec la quercétine Les résultats sont exprimés en milligrammes

d’équivalent quercétine par gramme d’extrait (mg Eq Qu/g d’extrait).

44



Partie 11 Partie experimentale

La formule de la régression linéaire de cette courbe d’étalonnage est y = 0,0287x-
0,1574 avec un coefficient de corrélation R? égal a 0,9875. La courbe d’étalonnage

de Quercétine est représentée dans la Figure(26).

Courbe d’étalonnage des Flavonoides (Quercétine)

2,5 ¥=0,0287%-0,1574
RI=0,9875

1.5

0 20 40 &0 a0 100 120

Figure 26 : Courbe d'étalonnage de la Querceétine.

11.2.6. Activités biologiques
11.2.6.1. Activité anti-oxydante :

Les antioxydants sont des substances permettant de prévenir ou de retarder
I’oxydation catalytique et le rancissement naturel (Madrid Vicente, 2000). Par
conséquent, les antioxydants aident a contréler les niveaux d'espéces réactives pour
minimiser les dommages oxydatifs.

Méme si les antioxydants de synthése sont efficaces 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 l'activité antioxydante des extraits naturels in vitro, différentes
méthodes ont été utilisees. Ces procédés font intervenir des meélanges d'espéces
oxydantes telles que les radicaux libres ou les complexes metalliques oxydés, et des
échantillons contenant I’antioxydant qui inhibe la production de radicaux libres.

A. Test du pouvoir antioxydant « Test au DPPH »
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L'activité du balayage des radicaux libres a été mesurée en employant le radical libre
stable DPPH (C18H12N506) qui est I'un des essais principaux employés pour explorer
I'utilisation des extraits d'herbes comme antioxydants (Markowicz Bastos et al., 2007).

v Principe

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH. (2.2 diphenyl 1 picryl
hydrazyl) de couleur violette se réduit en 2.2 diphényl 1 picryl hydrazine de couleur
jaune. (Maataoui et al., 2006). (Figure 27)

- O - O
o T €

Diphenolpicrylhydrazyl Diphenopicrylhvdrazyl
(Radical libre) (Forme non radicalaire)

Figure 27 : Forme libre et réduite du DPPH (Nlolyncux, 2004).

v" Mode opératoire

Cette méthode se fonde sur la mesure de I’absorbance a 517 nm quand un radical
libre stable DPPH réagit avec un antioxydant. Le DPPH, radical libre de couleur violette
est réduit en un composé de couleur jaune (lediphényl-picrylhydrazine) en présence de
composes anti-radicalaires. L’intensité de la coloration est inversement proportionnelle
a I’activité anti-radicalaire des extraits dont on souhaite déterminer 1’activité.

Le protocole utilisé est basé sur celui décrit parDjeneb et al. (2007) avec quelques
modifications.

» Préparation de DPPH

Dissoudre 4 mg de DPPH dans 100 ml d'éthanol absolu pour obtenir une solution
mere de 6,10 M de DPPH.
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Figure 28 : préparation de la solution de DPPH
» Préparation des extraits

L'extrait éthanolique de nos extraits lyophilisé a été dissous dans une solution
éthanol/eau (70 % d'éthanol et 30 % d'eau) a 5 mg/ml. a différentes concentrations
croissantes (10-20-30-40-50 pg/).

Figure 29 : préparation des extraits ethanoolique.
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v" Mode opératoire

0.1 ml de Pextrait a différents
concentrations

hd

2.9 ml de solution DPPH

Homogéneisation et incubation 30 min a
I’abri de lumiéere 30 min a T ambiante

Lectures a 517 nm par un
spectrophotométre

Figure 30 : Schéma représentatif du protocole expérimental de 1’activité antioxydant
(Djeneb et al., 2007).

v Expression des résultats

Pour obtenir la concentration efficace qui réduit la concentration initiale de DPPH
de 50%0. Aussi bien que la puissance anti radicalaire (PRA égal a 1/IC50) (lieilerova
et al., 2003). les résultats sont exprimés en activité antioxydante.

Selon Wang et al., (2002), Le pourcentage d'inhibition de I'extrait est calculé selon

I'équation suivante :

Inhibition %=( Abs contr6le — Abs test) / Abs contréle x 100

Ou
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Abs controle : Absorbance du témoin négatif, ce dernier contient du DPPH et de

I’éthanol sans extrait.

Abs test : Absorbance en présence de I'extrait.

Les résultats ont été exprimés par la moyenne de trois mesures + écart type. La
valeur EC50 (autrement appelée la valeur 1C 50) a été déterminée pour chaque extrait.
Est défini comme étant la concentration du substrat qui cause la perte de 50% de
I'activité de DPPH (couleur) ou encore. C’est la concentration de 1'échantillon exigée
pour donner une diminution de 50% de I'absorbance de la solution contréle constitué
d’ethanol et DPPH. Les valeurs EC50 moyennes ont été calculées par les régressions
linéaires des trois essais séparés ou l'abscisse est représenté par la concentration des
composeés tests et I'ordonné par activité antioxydante en pourcentage (Mensor et al.,
2001).

L'acide ascorbique est utilisé comme témoin positif, est les résultats sont calculés a
partir de 1I’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).
11.2.6.2. Activité antimicrobiennes des extraits et leur effet synergiques

Les tests d’évaluation de I’activité antimicrobienne sont réalisés au niveau du
laboratoire de contrdle de qualité, bloc microbiologie Saidal-Médea. Ce test doit étre
réalisé dans des conditions aseptiques strictes afin d’éviter les probléemes de
contamination. De plus, les matériaux, les solutions et les milieux de cultures doivent
étre sterilisées a l'autoclave.

A. Souches testées

Six souches bactériennes de références (Escherichia coli, Staphylococcus Aureus,
Salmonella Typhimirium, Pseudomonas Aeroginosa Staphylococcus Epidermidis et
Bacillus Subtilis) et trois souches fongiques de références (Saccharomyces Serevisiae,
Aspergillus Brasiliensis, Candida Albicans) ont été testées

Ces souches ont été obtenus auprés du laboratoire de Contréle de qualité «
Groupe Saidal » de Médéa. Les caractéristiques des souches sont citées dans le

tableau (7) pour les souches bactéeriennes et le Tableau (8) pour les souches fongiques.
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Tableau7 : Caractéristiques des souches bactériennes utilisées

Famille Espece Gram Référence
Enterobacteriacées | Escherichia coli Négatif ATCC12228
Micrococcaceae Staphylococcus aureus Positif ATCC6538
Enterobacteriaceae | Salmonella typhimirium Négatif ATCC14028
Pseudomonadacees | Pseudomonas aeroginosa Négatif ATCC9027
staphylococcaceae Staphylococcus epidermidis Positif ATCC12228
Bacillaceae Bacillus subtilis Positif ATCC6633
Tableau 8 : caractéristiques pour les souches fongiques

Famille Espece Référence
Saccharomycetaceae saccharomyces cerevisiae |ATCC9763
Saccharomycetaceae Candida albicans ATCC10231
Trichocomaceae Aspergillus brasiliensis ATCC16404

B. Evaluation de I’activité antibactérienne

> Les milieux utilisés

- Le Mueller Hinton a été préparé pour le but de repiquage des souches

bactériennes et d’évaluation de 1’activité antibactérienne.

- La gélose Sabouraud est un milieu sélectif pour la culture fongique et

principalement utilisé pour I’isolement des dermatophytes, des levures et de

divers autres champignons pathogénes et non pathogénes.

- Le bouillon nutritif a été préparé pour le but de la réactivation et 1’entretien

des souches bactériennes

» Repiquage des souches bactériennes

Les différentes souches bactériennes ont éte repiquées par la methode des stries

sur gélose nutritive en boite de pétri. A ’aide d’une anse de platine stérile, puis

incubées a I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures, afin d’obtenir une culture jeune et
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des colonies isolées qui ont servi a préparer 1’inoculum bactérien.

» Préparation d’inoculum

Dans un premier temps, une suspension bactérienne d'opacité 0,5 McFarland a été
préparée a partir de jeunes cultures pures (18 heures). Cette opacité équivaut a une
densité optique de 0,08 — 0,1 & 625 nm.

Figure 31 : préparation d’inoculum.

» Préparation des disques d’aromatogramme

Les disques sont préparés a partir de papier d'wattman, avec un diameétre de 8-9
mm. Ensuite ils sont mis dans un tube a essali, et stérilisés a I'autoclave et conservés
jusqu'a l'utilisation.

Figure 32 : préparation des disques d’aromatogramme.

» Préparation des dilutions des extraits

Les extraits ont été repris avec le diméthyl sulfoxyde (DMSO), les dilutions des

extraits sont réalisées a analyses selon les méthodes suivantes :

a) Solution mere SM [100%] : 100mg d’extrait avec 1ml de DMSO dilué (80%
DMSO-20% eau distillée).

b) di[75%] : 75 mg d’extrait avec 1ml de DMSO dilué.

c) d2[50%)] : 50mg d’extrait avec 1 ml de DMSO dilué.

d) ds[25%] :25mg d’extrait avec 1ml de DMSO dilué.
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Figure 33 : preparation des dilutions des extraits

» Ensemencement des souches

La culture se fait dans un milieu stérile en présence de bec benzéne.

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne (1l est nécessaire
d’évité la contamination du manipulateur et de la paillasse).

L'essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube,
afin de le décharger au maximum.

Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas.
Répéter I'opération trois fois, en tournant la boite de Pétrie de 60° a chaque
fois, sans oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir
I'ensemencement en passant I'écouvillon sur la périphérie de la gélose.

Les disques sont disposés sur la surface du milieu a I'aide d'une pince stérilisée
au bec benzéne (4 disques de I’extrait) pour chaque boite de Pétri et deux
disques pour chaque boite de controle : disque d’antibiotique [Gentamicine
pour les bactéries et Nystatine pour les champignons] pour le contréle positif
et I’autre de DMSO pour le contréle négatif).

A T’aide de la micropipette, prendre 10 pl de chaque extrait (ou ses dilutions)

et mettre sur le disque qui convient.
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Figure 34 : ensemencement des bactéries et dépdts des disques.
» Incubation et lecture

Apres incubation de 24-48 heures a 37C° dans I'étuve, Les resultats sont observés,
en mesurant les diametres de la zone d’inhibition en millimetres (Boudjouref, 2011).
L’échelle de I’estimation de 1’activité antimicrobienne est donnée par Mutai et al.
(2009), ils ont classé les zones d’inhibitions de la croissance en cing classes :

v' D>30mm : Tres fortement inhibitrice.
v 21mm<D<29mm : Fortement inhibitrice.
v 16mm<D<20mm : Modérément inhibitrice.
v 11mm<D<16mm : Légérement inhibitrice.

v" D<10mm : Non inhibitrice.

C. Etude de P’association des extraits

v" Principe

Bien que I’activité antibactérienne des extraits a été analysée et rapportée par
plusieurs études indiquées précédemment, les traitements avec les extraits seules,
nécessitent généralement, une concentration élevée de ces extraits et une longue
durée d’exposition pour éliminer les bactéries cibles (Tae Jin Cho et al., 2020).
Par conséquent, I’utilisation de ces extraits n’a pas résolue le probleme de
résistance bactérienne, et les antibiotiques perdent de plus en plus leur efficacité
contre les bactéries (Yap et al., 2014).

Dans cette expérience, nous avons testé s'il existe un effet synergique entre extraits
de différentes parties de la méme plante et entre les extraits de plantes différentes,
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ce test est applique aux souches bactériennes étudiées.

> Etudes de I’association entre les extraits des plantes

Il a été rapporté que la combinaison de certaines extraits particulieres produisait des
effets synergiques qui peuvent provenir soit de I’activité combinée de deux
constituants principaux des extraits, ou de 1’interaction entre plusieurs composants
(Chouhan et al., 2017).

Base sur l'activité antibactérienne des extraits végétaux etudiés vis a vis les souches
tests et les résultats de la mesure de la zone d'inhibition. L'association des extraits
végetaux a été évaluée uniquement pour les souches sensibles a ces extraits selon
la méthode de diffusion en milieu gélosé (antibiogramme).

v Préparation des extraits

Etude des probabilités de 1’association des extraits :
a. Associations des extraits de différentes parties d’une plante
Les probabilités de 1’association des extraits de différentes parties de la

méme plante sont présentées dans le tableau suivant

Tableau 9 : les probabilités possibles d’association des extraits de différentes parties

de la méme plante

Extraction
Plantes Par macération et Décoction
Myrtus I’extrait des fruits associé avec I’extrait des feuilles.
communis L
Acanthus I’extrait des Racines associé avec I’extrait des feuilles.
mollisque
Erica arborea |DI’extrait des fleurs associé avec I’extrait des feuilles.

b. Associations des extraits des plantes differents

Les probabilités de I’association des extraits de différentes plantes sont

présentées dans le tableau suivant
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TableaulO : les probabilités possibles d’association des extraits de différentes plantes.

Extraction
Probabilite 55 macération et décoction

1 Associations des extraits de melisse oficinalis et myrtus
feuille.

2 Associations des extraits de acanthus mollisque et myrtus
feuille.

3 Associations des extraits de erica arborea et myrtus
feuille.

4 Associations des extraits de acanthus mollisque et melisse
officinalis .

5 Associations des extraits de erica arborea et melisse
officinalis.

6 Associations des extraits de erica arborea et acanthus
mollisque.

Préparer des solutions :
- SM: 100% (50% de chaque extrait)
- D1:75%
- D2:50%
- Ds3:25%

Dans une combinaison, l'interaction entre les agents antimicrobiens peut aboutir a
trois résultats différents, synergie, addition ou antagonisme.

La synergie : est obtenue lorsque le mélange des deux composés antimicrobiens

produit une activité antimicrobienne supérieure a la somme de I'activité des composants

individuels.
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Un effet additif : se produit lorsque la combinaison des antimicrobiens donne un
effet égal a la somme des composés individuels.

Un effet antagoniste : est obtenue lorsque les deux composes ont un effet combiné
inferieure a la somme des deux effets individuels (Davidson et Parish, 1989; Burt,
2004).

11.2.6.3. Activité antiinflammatoire in vivo

L’inflammation induite par I’induction de 1’cedéme de la patte postérieur de la souris
par un agent chimique qui est la carragéenine a 1 %. a eté évaluée selon la méthode de
(Winter et al., 1972).

A. Induction de I’cedéme par la carragéenine

Cette étude permet de comparer la réduction de I’cedéme plantaire apres administration
des doses égales d’extrait éthanolique de partie aérienne de milisse officinalis et acanthe
mollis et du produit de référence utilisé (déclofenac) (MO.C.1.P.022 SAIDAL).

Les souris utilisées pour cette étude sont de souche Pablo, ils proviennent de
I’élevage de 1’animalerie Centrale de la Faculté des sciences de 1’université de Médéa.
Les expériences ont eté realisées chez des souris adultes, de poids compris entre 18 g
et 24 g et ils ont été répartis au hasard en 4 lots homogénes de 5. Les rats ont jeuné
pendant la nuit (18 heures) avant I'expérimentation.

v" Mode opératoire
» On constitue 03 lots de 05 souris chacun :

To:
- On mesure pour chaque souris le volume initial (\Vo) de la patte postérieure
(figure 35).

Figure 35 : mesurer le volume initial de patte postérieur de souris.
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- 0,05 ml de solution a 1% de carragéenine a été injecté a chaque souris sous

I’aponévrose plantaire de la patte postérieure gauche.

Figure 36 : injection de carragéenine .

Tsomin: les produits ont été recus par gavage. (figure 37)

Figure 37 : technique de gavage.

e Un lot témoin : ont regu I’eau distillée.

e Un lot essai 1 : le groupe de référence ont recu le Declofenac 0.5 ml
7.5%.

e Unlotessai 2 : ont regu 0.5 ml I’extrait éthanolique d’Acanthe mollis.

e Un lot essai 3 : ont recu 0.5 ml I'extrait éthanolique de Melisse

officinalis.

La patte postérieure droite n'est pas traitée, elle est considérée comme un
témoin. L'évolution de l'cedeme de la patte postérieure gauche par rapport a la
patte postérieure droite a été déterminée a 1h30, 3h et 6h apres l'injection de la

carragéenine (Alaoui et al., 1998).
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v' Expression des résultats

Nous avons calculé pour chaque lot, la moyenne de I’augmentation de I’cedéme

selon la formule :

Poids patte gauche (PPG) - poids patte droite (PPD).

Le pourcentage d’inhibition de 1’inflammation pour chaque lot traité par les
différentes doses des extraits et le médicament de référence, a eté calculé en
comparant la moyenne de 1’augmentation de 1’inflammation avec celle du lot
témoin traité par I’eau distillée.

Le pourcentage d’inhibition de I’inflammation est calculé selon la formule

suivante reportée par (Saénz et al., 1998):

% d’Inhibition= M (PPG - PPD) lot témoin - M (PPG - PPD) lot traité x100
M (PPG - PPD) lot témoin

11.2.7. Formulation de produits :

11.2.7.1.Préparation de produits :

La préparation du produit est effectuée selon la méthode décrite par le (Organisation
Mondiale de la Santé).

Nous avons formulée une pommade avec I’extrait éthanolique de « Meéllise
officinalis », I’excipient principal était la vaseline en raison de sa stabilité et de sa
compatibilité avec la plupart des principes actifs selon La formulation « Pommade
hydrophile ». Un gel avec I’extrait éthanolique d’Acanthus mollis, 1’excipient
principal est le propyléneglycol gélifié en raison de I’augmentation ou la diminution de
la viscosité du produit selon la formulation « Gel hydrophile ».

v" Mode opératoire :

Désinfecter 1’échantillon avec 1’alcool éthylique, puis ’exposer a la lumiere UV

sous une hotte a flux laminaire pendant 20min.
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Figure 38 : Préparation de produits.
A gel B : pommade
11.2.7.2.Détermination de la qualité microbiologique de produit :
A. Dénombrement des germes aerobies totaux et levures et moisissures

totales :

Le choix de la méthode est déterminé par des facteurs tels que la nature du produit et la
limite spécifiée pour le nombre de microorganismes.

v Technique d’étalement en surface :

-Introduire dans une boite de pétri 15-20ml du milieu gélosé aux peptones de caséine
et de soja a une température ne dépasse pas 25C°(DGAT), puis laissez solidifier.
-Faire la méme démarche en utilisant le milieu Sabourand dextrose-gélosé (DMLT).
-Etaler la surface du milieu d’un volume mesuré d’au moins 0,1ml de la solution A.

(Essai effectué en double).

Figure 39 : détermination de la qualité des produits
A : préparation de la solution A B : volume de 1.5ml C : étalement a la surface D :

incubation.

0
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-Incuber les premieres boites (DGAT) a (30-35C°) pendant (3-4) jours.
-Incuber les deuxiemes boites (DGAT) a (20-30C°) pendant (5-7) jours.
v Expression des résultats
Evaluation de notre produit avec un produit pharmaceutique

Selon la pharmacopée européenne la spécification technique des pommade et
crémes

Exp : Mycocide, bétasone, Kétoskin. (Tableau 11)

Tableau 11 : Spécification de qualité microbiologique.

Tests de qualité microbiologique | Spécifications

Germes aérobies viables totaux <100 UFC/g
Levure et moisissures totales <10 UFC/g
Staphylococcus aureus Absence dans 1g
Pseudomonas aeruginosa Absence dans 1g
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I1.3.Etude statistique
Les résultats des différents tests sont analysés par Excel 2013 pour les comparaisons

simples, et les valeurs ont été exprimées en moyenne + Ecart type, pour 1’activité anti-

oxydante et antimicrobiennes et les analyses quantitative.
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Parfie Il .

Résulfats & Discussion

« Ce que voient les yeux n’est pas le reméde ; lorsque la distillation aura
transformé le végetal, alors le reméde deviendra manifeste »

Paracelse (1493 — 1541)
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I11. Résultats et discussion
I11.1.Résultats
I11.1.1.Extraction :

Pour I'obtention des différents extraits secs a partir de la poudre de chaque partie de quatre
plantes étudiées, nous avons réalise des extractions aqueuses (décoction) et des extractions
Ethanoliques (macération).

Cette extraction a permis d’obtenir deux extraits bruts pour chaque partie de la plante :
I’extrait aqueux(EA) extrait hydro Ethanolique (EE).

I11.1.2.Détermination le rendement

Le rendement d’extraction est le rapport de la quantité de 1’extrait sec sur la quantité de la
matiere végétale fraiche. Il dépend de plusieurs paramétres tels que : le solvant, le pH, la
température, le temps d'extraction et la composition de I'échantillon (Quy Diem Do et al.,
2014).

Dans cette étude, Le rendements a été déterminé par rapport au poids total de la poudre des
plantes. Ce dernier montrent que les parties de quatre plantes ont donné des masses en extraits
sec supérieurs a 1 g / 50 g de plante en poudre. . Ces résultats sont représentés dans le tableau
(12).

Tableau 12 : Tableau récapitulatif regroupant les rendements des extraits des plantes

étudiées.
Materiel Organe Meéthode Couleur Aspect Rendement
végetale d’extraction %
Macération | Marron foncé 21%
Erica arborea Fleure décoction Poudre 15.1%
Macération | Marron claire 17.3%
Feuille Décoction Poudre 15%
Macération | Noir Pateux 17%
Acanthus Feuille Décoction 13.8%
mollisque Maceration | Noir Solide 42%
Racine Décoction 16.58%
Macération | Vert foncé 44.85%
Melisse Feuille Décoction Poudre 30.65%
officinalis
Macération | Rouge foncé |Pateux 66%
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Myrtus Fruit Décoction 23.8%
communis Macération | Vert 52.1%
Feuille Décoction Poudre 47.2%

Rendement %
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Présentation du rendement des extraits des plantes étudiées.

Du point de vue rentabilité en poids et d’apres le tablx (12), les extraits hydro Ethanolique
(EE) ont donné les proportions les plus élevée par apport aux extraits aqueux(EA). dans une
étude comparative entre différents solvants utilisés dans 1’extraction de la matiére végétale,
I’éthanol s’est révélé étre 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).

D’aprés Quy Diem Do et al. (2014), I’utilisation combinée de I'eau et du solvant organique
peut faciliter I'extraction des substances chimiques qui sont solubles dans I'eau et / ou dans le
solvant organique.

L’EE de Myrtus comminus fruit’ représente le rendement le plus élevé (66%) suivie de I’EE
Myrtus comminus ‘feuille’ (52%), alors que, ’EA d’Acanthus mollisque “feuille’ représente
le plus faible rendement avec (13,8%).
111.1.3.Analyse qualitative
111.1.3.1. Screening phytochimique

L’extrait sec ne renferme pas uniquement des polyphénols et des flavonoides, il contient
également d’autres substances naturelles (BEKRO et al, 2007; Kebiéche et al,2011).pour
découvrir ces substances naturelles nous avons fait le « screening phytochimique ».

La phytochimie qualitative est basée sur des réactions colorées ou de précipitation par des
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réactifs chimiques spécifiques réalisee sur les extraits des quatre plantes étudiées. Le criblage
phytochimique a permis de caractériser quelques groupes chimiques existants dans les extraits
(polyphénols, flavonoides, tanins, tanins hydrolysés, saponines, alcaloides, coumarine,
Quinones libres, anthraquinones, terpénoides...ect).

Les résultats de présence ou I’absence des différents groupes chimiques sont présentées dans

le Tableau (13) et les figures suivants :

Tableau 13 : Screening phytochimique des extraits des plantes étudiées.

Plantes

Métabol |Réac |My.F My.FR |Er.FR Er.F Melisse |AC.F ACR
ites tifs i

secondai utilis |EE |EA |EE |EA |EE |EA |EE |EA |EE |EA |EE |EA |EE |EA

res és

Polyphé Chlor |+ ++ | ++ |+ e I e e ki E A = S -

nol ure + |+ |+ |t +
de fer
(FeCl
3)
++ | ++ |- - + - + + + - - - - -

Anthraq |NH4
uinone OH

Alcaloid |Réact |++ [++ |++ |[++ [++ |[++ [++ [++ |[++ [+ |[++ |+ |[++ | +++

e if de|+ + + |+ |+ + + +
Drag
endor
ff
Coumar Naoh |+ + - + - + + - ++ |+ ++ |- - 4+
ine +hcl
Terpéno |[Chlor |++ |++ |- + e I e I e o e I I I e o e
ide ofor |+ + + + +
me +
H2S
04
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conce

ntré

Tanins Chlor |++ |+ + - Ik = T I = S = R A - -
ure + + + +
de fer
(FeCl
3)

Saponin Indic |- ++ |- ++ |- - - ++ |- - - + _
e e de + +
mous

Se

Tanins CH3 |++ |+ + - 4+ [+ [+ | | [+ |- + -
hydrolys |COO |+ + |+ +
able Na +
FeCl

Quinone |Dosa |++ |+ + + ++ [++ [++ [+ |+ ++ |- - -
libre ge + |+ |+ |+
avec
NaO

Anthocy |HCI I N i e b R I i = i R R
anes dilué + + |+ + +
+NH
3

Les résultats ont été évalués comme suit : (+++) : Fortement positif ; (++) : Moyennement
positif ; (-) : Négatif.
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v" Polyphénols

L’existence des composés phénoliques dans les extraits des plantes, a été verifiée par la

Réaction au Fe Cl 3.

Figure 41 : Résultats de test des polyphénols
A : E.A. des plantes E : E.E des plantes.
Les résultats de cette manipulation indiquent clairement la présence des composés

phénoliques en abondance, caractérisés par une réponse positive au test de chlorure ferrique (Fe
Cl 3), Les composés phénoliques se sont confirmés par 1’apparition d’une coloration vert
noiratre.

v' Anthraquinone :

la présence de I’anthraquinone a été révélée par 1’apparition d’un anneau rouge

Figure 42 : Résultats de test des Anthraquinones

A : les extraits A E : les extraits E
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v Alcaloide :

L’existence des alcaloides dans les extraits des plantes, a été vérifiée par le « Réactif de

Dragendorff ».

Figure 43 : Résultats de test des alcaloides.
A : E.A. des plantes E : E.E. des plantes.
Les résultats de ce test indiquent clairement la présence des alcaloides, par une réaction
positive confirmée par I’apparition d’un précipité brun-rougeéatre remarquable.

v' Terpenoide

La présence des terpénes dans les extraits a été testée par le Chloroforme et I’'H2SO4

concentré.

Figure 44 : Résultats de test des terpenoides. :
A : E.A.des plantes E : E.E.des plantes

L’apparition de coloration rouge-brun indique la présence des terpenes dans nos extraits en

abondance.
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v' Tanins

La présence des tanins a été vérifiée par la solution aqueuse de Fe cls.

Figure 45 : Résultats de test des tanins :
A : E.A.des plantes E : E.E.des plantes.

Ce test a démontré I’apparition d’une couleur bleu noir ou vert, ce qui indique la présence des
tanins dans certains extraits.

v Tanins hydrolysable :

La présence des tanins hydrolysable a été vérifiée par Fecls.

Figure 46 : Résultats de test des tanins hydrolysable :
A : E.A.des plantes E : E.E. des plantes.

On a remarqué 1’apparition d’une teinte bleu noir pour certains extraits déclarés pourvus de

tanins hydrolysables
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v' Saponines

la présence des saponines a été vérifier par I’indice de mousse.

Figure 47 : Résultats de test des saponines :

Nos résultats ont montré I’apparition d’une mousse persistante seulement pour les extraits

décoctées, ce qui indique la présence des saponines dans ces derniers.

v' Coumarines :

La présence des coumarines a été verifié par NaoH .

Figure 48 : Résultats de test des coumarines :
A : E.A.des plantes E : E.E .des plantes.
Ce test a montré que le tube dans lequel on a ajouteé le réactif (B) est plus transparent que le

tube témoin (A), ce qui implique la présence des coumarines dans certains extraits (Tableau
13)
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v" Quinones libres :

Les quinones libres sont testées par le NaOH 1%.

Figure 49 : Résultats de test des Quinones libres :
A : E.A.des plantes E : E.E .des plantes.

Les tests ont montré la présence de ces composés traduite par 1’apparition de coloration qui
vire en jaune ou rouge ou violet.

v Interprétation des résultats :

Nous constatons que les substances actives des extraits varient d’une plante a une autre.
Le screening phytochimique montre que : les extraits aqueux sont riche en polyphénols,
alcaloides coumarines, quinone, tanins, saponines, terpénoide.

Quant a les extraits ethanolique, ils renferment, des polyphénols, des alcaloides et des terpenes
Outre les tanins, les coumarines et quinine avec des quantités faible par rapport aux extraits
agqueux.

Le non concordance des résultats serait dii au choix du solvant et au mode d’extraction. De
plus, l'extraction des composés phénoliques a partir de la matiere végétale dépend de leur
structure chimique, du type de solvant utilisé, de la méthode d'extraction de la granulométrie et
du temps de macération (Naczk et Shaidi, 2004).

111.1.4. Analyse quantitative
111.1.4.1.les phénols totaux :

Apres I’ajout du réactif de Folin-Ciocalteu et de carbonate de sodium, une couleur bleue est
obtenue dont I’intensité varie en fonction de la concentration phénolique d’extrait de la plante.

Les résultats du dosage des polyphénols totaux des extraits hydro éthanolique et aqueux sont
portés dans la figure 50.
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teneurs en polyphénol totaux
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Figure 50 : teneurs en polyphénol totaux des extrais des quatre plantes étudiées.

Ces résultats indiquent que la richesse des plantes en polyphénols est importante.
On remarque que la teneur en polyphénol la plus élevée a été enregistrée avec les deux extraits
d’Erica arborea avec 37,3% et I’extrait de Mélisse officinalis avec 18, 88%.

Les résultats des travaux de Yaici et al., (2019) ont montré que ces extraits contiennent des
quantités de polyphénol de 74,22 mg EAG/g et 60,88mg EAG/g pour les feuilles et les fleurs
respectivement, contrairement a nos extraits qui ont révélés des teneurs plus basse en
polyphénols.

L’extrait des racines d’ Acanthe mollis représente la fraction la plus pauvre en polyphénols
avec 8,36%.

Les conditions géographiques et climatiques peuvent entrainer des différences significatives
dans les concentrations des composes bioactifs dans les plantes, ce qui se répercute sur leurs
activités biologiques. La solubilité dans les solvants organiques de ces composés phénoliques
jouerait un role dans la quantification de ces composés.
111.1.4.2.Dosage des flavonoides :

Apres ’addition du chlorure d’aluminium, un complexe jaune verdatre est formé.
L’intensité de cette coloration est en fonction de la concentration de I’extrait.
Les teneurs en flavonoides des extraits hydro-éthanolique et aqueux sont représentées dans

la (figure 51) ci-dessous.
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teneurs en flavonoides
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Figure 51 : teneurs en flavonoides des extrais des quatre plantes étudiées.

Les extraits de Myrtus communis ainsi que celui de Mélisse officinalis ont les teneurs les plus
importantes avec une proportion de 38,4% et 18,86% successivement.

Les teneurs les plus basses ont été obtenues avec les extraits de Racine d’Acanthe mollis avec
une proportion de 8,72%.

D’apres les résultats de Snoussi et ces collaborateurs (2013), les extraits des fleurs de Myrtus
comminus sont les plus riches en flavonoides 16,9 mg Q/g. notre étude a montré une teneur en
flavonoides deux fois plus élevé (26,46mg Q/g) que celle rapportée par Snoussi el al.,(2013).
111.2. Activités biologiques

Les extraits sont des mélanges de plusieurs composés, avec différents groupements
fonctionnels, polarités et comportements chimiques. Cette complexité chimique des extraits
pourrait mener a des résultats dispersés selon I'essai utilisé. Par conséquent, une approche avec
des analyses multiples pour évaluer le potentiel antioxydant et antibactérien des extraits serait
plus instructif et méme nécessaire (Ozturk et al., 2010).

Les polyphénols sont des composés fortement hydroxyles que 1’on retrouve dans diverses
fractions d’extraits végétaux. Ils ont la capacité de réduire les radicaux libres dans les systémes
biologiques. Ce qui fait de ces composeés de potentiels agents antioxydants et antibactériens et

anti-inflammatoire (Hagerman et al., 1998).
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111.2.1.L activité anti-oxydante in vitro
111.2.1.1. Piégeage du radical libre DPPH
Les résultats de I’évaluation de I’activité Antioxydante des extraits étudiée par le test de DPPH
sont exprimés par le pourcentage d’inhibition et la concentration inhibitrice 50 du radical DPPH
par les extraits et sont représentés graphiquement (Figure 52 ).

A des fins comparatives, I’acide ascorbique est utilisé comme antioxydants standards, 1l a

montré une activité anti radicalaire trés puissante avec une IC50 de 0,06 mg/ml.
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Figure 52: courbe d’étalonnage d’acide ascorbique.
Selon les mesures effectuées sur les extraits Ethanoliques de nos plantes, On calcule le
pourcentage d’inhibition de DPPH selon la formule indiquée dans la partie précédente.
Les profils d’activité anti radicalaire obtenus révelent que les extraits de Melisse officinalis,
myrtus communis, Erica arborea et Acanthe mollis possédent une activité anti-radicalaire dose
dépendante. Les IC50 de chacun des différents extraits ont été déterminées (Tableau 14).

Tableau 14 : Activité anti-radicalaire des extraits des plantes étudiées

Plante Extrait IC50%
Mélisse E.EEM.F 68,81+0,21
Myrtus Communis E.E.Myr.F 130,72+0,16
E.E.Myr.FR 492,14+1.70
Erica Arborea E.E.Er.F 77,370 ,32
E.E.Er.Flr 36,54+0,39
Acanthe Mollis E.E.Ac.F 75,76+0,95
E.E.Ac.R 254,87+0,19
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Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type (trois essai pour chaque concentration).
E.E.M.F : Extrait Ethanolique Mélisse Feuille, E.E.Myr.F : Extrait Ethanolique Myrtus
Feuille, E.E.Myr.FR : Extrait Ethanolique Myrtus Fruit, E.E.Er.F : Extrait Ethanolique Erica
Feuille, E.E.Er.Flr : Extrait Ethanolique Erica Fleur, E.E.Ac.F : Extrait Ethanolique Acanthe
Feuille, E.E.Ac.R : Extrait Ethanolique Acanthe Racine.

% IC50 Des Extraits

% I1C50

0 — - . I — — -

E.E-MF E.E-MY.F E.E-MY.FR E.E-Er.F  E.E-Er.FLr  E.E-Ac.F E.E-Ac.R

Les Extraits

Figure 53 : Histogramme représentatif d’ IC50% par les extraits Ethanoliques.

Les résultats montrent que la réduction de DPPH est efficacement inhibée par les extraits
testés. En effet, la capacité anti-radicalaire la plus élevée est trouvée pour les extraits Er.Flr et
de M.F avec 1C50=0,36mg/ml et IC50=0,68mg/ml respectivement

Une concentration de 68,9 % de I’extrait M.F, et de 36,61 % de I’extrait Er.Flr inhibe 50%
de DPPH. De ce fait, L’IC50 de I’extrait M.F est plus grande que celle de 1’extrait Er.FlIr, Ce
dernier possédes une meilleure activité anti-radicalaire par rapport a celle de la vitamine E
(1C50=0,06mg/ml). Les autres extraits montrent des activités voisines mineures. Ces résultats
montrent un meilleur effet antioxydant de ces deux extraits & une concentration de 1mg/iml.
Une étude antécédentes menée sur les extraits de fleur d’Erica Arborea a révélé une CI50 de
15,31 £ 1,2 mg/ml (Yaici et al., 2019). alors que, nos résultats ont montré une valeur de
CI150=36,54+0,39 , ceci est probablement du au protocole expérimental suivi. L'activité
antioxydante de nos extraits organisée d’ordre décroissant est comme suit :

E.FIr > M.F> E.Ac.F > E.F > Myr.F > E.Ac.R > Myr.F

111.2.2. Evaluation Activité antimicrobienne
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L’activité antimicrobienne des différents extraits obtenus a partir des extraits des plantes
étudiées contre un panel de neuf micro-organismes (bactéries et champignon) a été évaluée
qualitativement en utilisant la méthode de diffusion sur disque. Cette méthode a I’avantage de
tester les difféerents extraits contre un seul micro-organisme dans une méme boite Pétri (Rios et
Recio, 2005).

D’aprés Roura et al. (2003), la sensibilité a I’extrait a été classée par le diamétre des halos
d’inhibition :

» Non sensible (-) pour les diamétres moins de 8mm.

» Sensible (+) pour les diametres de 8 a 14 mm.

> Tres sensible (++) pour des diamétres de 15 a 19 mm.

> Extrémement sensible (+++) pour des diametres plus de 20 mm.

111.2.2.1.Antibiogramme

La mise en contact des différentes souches avec les antibiotiques a permis de réaliser un
antibiogramme afin de déterminer le diametre d’inhibition et par conséquent voire la
sensibilité ou la résistance bactérienne vis-a-vis de ces derniers. Nous avons testé 1’activité de
I’antibiotique Amoxilline sur six souches bactériennes et la Nystatine sur trois souches
fongiques par la méthode standard des disques. Les mesures des zones d’inhibition figurant
dans les tableaux (15) et (16) leurs aspects sont photographiés dans la figure 54.

Tableau 15 : Résultat d’antibiogramme sur les souches révérencielles des bactéries.

uches Les diamétres d’inhibition (mm)

E. Coli |P.aeroginosa |S. typhimirium |S. epidermidis |B. subtilus |S.aureus

ATB

. . 35.3mm [47.5 mm 33.9 mm 38.5mm 43.7 mm 49.2 mm
Amoxicille

30pg

Les résultats mentionnés montrent que toutes les souches étaient trés sensibles ou
extrémement sensibles a I’antibiotique standard « Amoxilline ».

Staphylococcus aureus la souche la plus sensible avec la plus grande zone d’inhibition 43.7
mm, suivi par Pseudomonas aeroginosa ; Bacillus subtilis ; Staphylococcus epidermidis ; avec

les zones d’inhibition respective de 47.5 mm, 43.7 mm, 38.5 mm.
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Ainsi, on constate que les souches Escherichia coli ; Salmonella typhimirium sont les moins

sensibles a ’antibiotique par rapport aux autres souches, avec des zones d’inhibition respectives

de 35.3 mm et 33.9 mm.

Tableau 16 : Résultats de 1’antibiogramme sur les souches fongiques de référence

ouches Les diamétres d’inhibition (mm)
ATB S. cerevisiae C. albicans A. brasiliensis
Nystatine 48.1 mm 44.6 mm 29.1 mm

D’aprés ces résultats qui montrent la sensibilité de toutes les souches fongiques étaient
sensibles a I’antibiotique standard « nystatine ».

Saccharomyces Cerevisiae posséde la plus grande zone d’inhibition 48.1 mm, suivi par
Candida Albicans avec 44.6 mm. Alors que, Aspergillus Brasiliensis la souche la plus

résistante que les autres avec une zone d’inhibition 29.1 mm.
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Figure 54 : Aspect des zones d'inhibition de Gentamicine vis-a-vis les souches bactériennes.

111.2.2.2. L'inhibition de la croissance bactérienne
L’effet antibactérien des extraits des plantes étudiées est évalué dans cette étude par la

technique de diffusion sur le milieu. Les résultats obtenus sont représentés dans les figures

suivants.
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Melisse Officinalis
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Figure 55 : Activité antibactérienne des extraits de Melisse officinalis exprimée par les
diamétres des zones en mm.

L’évaluation de I’effet antibactérien des extraits ethanoliques et aqueux de feuille de Mélisse
officinalis a une concentration de 100 mg/ ml, a montré une activité inhibitrice envers
uniquement la croissance de trois souches. A savoir, Staphylococcus aureus avec une zone
d’inhibition (14.87 * 3.70) de ’extrait ethanolique importante par rapport a celle de I’extrait
décocté (7.45 £ 16.9). Bacillus sibtilus avec une zone d’inhibition de I’extrait ethanolique
(13.42 + 6.40) faible par rapport a celle de 1’extrait décocté (20.9 £ 4.77), et staphylococcus

epidermidis avec une zone d’inhibition de I’extrait ethanoolique (12.35 + 1.24) seulement.

Figure 56 : Résultat de I’effet antibactérien des extraits de Melisse officinalis.

Les résultats de 1’effet antimicrobien des extraits de Myrtus communis sont illustrés dans la
figure 57.
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Myrtus Communis
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Figure 57 : Activité antibactérienne des extraits de myrtus communis exprimée par les
diamétres des zones en mm.

D’aprés nos résultats, les extraits de fruits de myrtus ont montré un effet inhibiteur plus élevé
que celui des extraits des feuilles. Ceci a été traduit par une activité inhibitrice sur presque la
totalité des souches de staphylococcus aureus, Staphylococcus Epidermidis, Pseudomonas
Aerogenosa et Bacillus Subtilus et aussi Candida Albicans, avec des zones d’inhibitions d’un
diamétre variant entre 12.5mm et 20.9 mm.

De ces résultats, il ressort également que les feuilles myrtus ont induit un effet inhibiteur plus

faible que celui des fruits de la méme plante, avec des diamétres entre 12.2mm et 19.8 mm sur

seulement trois souches (Staphylococcus Aureus, Staphylococcus Epidermidis et Bacillus
Subtilus)

Figure 58 : Résultat de I’effet antibactérien des entraits de myrtus communis.

Les résultats de 1’effet antibactérien des extraits d’Erica arborea sont présentés dans la figure
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59.

Erica arborea
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Figure 59 : Activité antibactérienne des extraits d’erica arborea exprimeée par les diamétres
des zones en mm.
L’extrait des feuilles d’erica semble avoir ’effet inhibiteur le plus élevé sur presque la totalité
des souches. En effet, cet extrait a induit des zones d’inhibition d’un diamétre qui varie entre
10 mmet 39 mm. De ces résultats, il ressort également que I’extrait des fleurs d’erica a induit
des effets inhibiteurs entre 9.5 mm et 31.2 mm envers six souches testées (figure 60), mais ces

effets sont plus faibles que ceux obtenus par les Feuilles.

Figure 60 : Résultat de I’effet antibactérien des entraits d’Ereca atborea
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Les résultats de L’effet antibactérien des extraits d’Acanthe mollis sont illustrés dans la
(figure 61).

Acanthe mollis .

20
— 15
E 10
é 5
0

s.aure = s.epid = b.subti

Diamétre de zones dinhibition

us emis lis S.typhi | P.aero @ E.coli Asp
BEE 17,8 21,4 22,4 0 0 0 21,6
B EAQ 15 0 16 16,3 19,4 17 16
E.E.R 21,6 20 14 0 0 0

B EAQR| 36,3 384 0 23,9 41,1 15

Figure 61 : Activité antibactérienne des extraits d’Acanthe mollis exprimée par les diamétres
des zones en mm.

Les extraits d’Acanthe mollis ont révélé une activité inhibitrice sur la majorité des souches
testés. On observe que les feuilles d’acanthe ont donné une activité inhibitrice importante sur
les souches de staphylococcus aureus, staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilus,
salmonella typhimirium, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et aussi la souche fongique
aspergillus brasilensis avec des diametres de 17.8, 27.2, 22.4, 16.3, 19.4, 17 et 21.6 mm
respectivement. Alors que, les extraits des Racines d’Acanthe ont marqué un effet inhibiteur
sur cing souches (staphylococcus aureus, staphylococcus epidermidis, salmonella typhimirium,
Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli) avec des zones de diameétres varié entre 11.9 mm
et41.1 mm.

Figure 62 : Résultat de I’effet antibactérien des entraits d’ Acanthe mollis.
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111.2.2.3.Effet synergique

A. Etudes de I’association entre les extraits des plantes

Base sur les résultats de l'activité antimicrobienne de nos extraits et pour augmenter la
sensibilité des micro-organismes aux extraits étudiés. 1l a été proposé d'utiliser I'association
entre ces derniers.

v Associations des extraits de différentes parties d’une plante

Association des extraits de Myrtus communis .

Les résultats de ’association des extraits de Myrtus comminus sont présentés dans

la figure 63.:

association des extraits de
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o s.aureus b.subtilis E.coli

E.E 17,6 13,9 11,7

B E.AQ 16 0 23,5

Figure 63 : Association des extraits de myrtus communis exprimée par les diametres des
zones en mm.
Concernant la souche S.aureus, on remarque que la somme des effets individuelle de chaque
extrait est supérieure a celui de la combinaison a cause de la présence du « phénomeéne
d’Antagonisme ». Tandis que, ’extrait aqueux contre la souche E.coli a révélé que la
combinaison est supérieure a la somme des effets individuelle. Ceci est dii a I’ « Effet

synergique ».

A. Association des extraits d’erica arborea

Les résultats de I’association des extraits d’erica arborea sont présentés dans la (Figure 64).
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association des extraits d'E.arborea
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Figure 64 : Association des extraits d’Erica arborea exprimée par les diameétres des

Zones en mm.

Les resultats de la combinaison des extraits d’Erica arborea « feuille avec fleur » montre
que : Peffet antimicrobien de la combinaison des extraits éthanoliques est inférieur a la somme
des effets individuelles, on constate alors qu’il n y’a pas d’interaction positive entre eux.
« Phénomene Antagonisme ».

Les résultats de la combinaison des extraits aqueux signifient qu’il ya une synergie entre ces
derniers « Effet synergique » (1’effet antimicrobien de la combinaison des extraits est supérieur
a la somme des effets individuelles)

B.Association des extraits d’acanthe mollis.

Les résultats de I’association des extraits d’Acanthe mollis sont présentés dans la (Figure 65).

association des extraits d'A.mollis
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s.aureus s.epidemis b.subtilis P.aero
E.E 27,5 26,1 30,3 25,4
E.AQ 14,3 22,7 12,5 17,6

Figure 65 : Association des extraits d’acanthe mollis exprimée par les diametres des zones en

mm.
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Les résultats de I’effet antimicrobien de la combinaison entre les extraits d’Achante Mollis
montrent la présence d’interaction entre les différents extraits ethanolique, sachant que, 1’effet
combiné de deux extraits est égal & la somme des effets de chaque extrait pris individuellement
(aucune interaction directe) « Phénoméne d’effet additif ».

Pour les extraits aqueux, on remarque la présence d’une interaction entre les deux extraits
contre la souche P.aeruginosa ou le résultat est supérieurs a la somme des effets individuelles
« effet synergique ».

v' Associations des extraits de différentes plantes
A. Association des extraits de Melisse officinalis et myrtus communis
Les résultats de I’association des extraits de Melisse officinalis et myrtus communis sont

présentés dans la Figure 66.

association des extraits de
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E.E 15 20,4 0
E.AQ 0 0 0

Figure 66 : Association des extraits de Melisse officinalis et myrtus communis exprimée

par les diamétres des zones en mm.

Ces résultats montrent que le diametre de la zone inhibitrice de 1’extrait de combinaison
entre M.communis et M.officinalis est inférieur a celui des plantes testées separément
« Phénoméne d’antagonisme ». Cela indique que les composés d’une plante inhibent

I’activité de la deuxiéme.
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B. Association des extraits d’Acanthe mollis et myrtus communis

Les résultats de I’association des extraits d’Acanthe mollis et myrtus communis sont

présentés dans la (Figure 67)
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Figure 67 : Association des extraits d’Acanthe mollis et Myrtus communis exprimeée par les
diametres des zones en mm.
On observe que 1’association entre les extraits de /’4A.mollis et M.communis n’a pas donné
d’interaction positive entre eux. « Phénoméne d’antagonisme ».
C. Association des extraits d’erica arborea et myrtus communis
Les résultats de I’association des extraits d’erica arborea et myrtus communis sont présentés

dans la (Figure 68)
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mEE 13,9 20,4 16,5 0
E.AQ 17 17 0 18

Figure 68 : Association des extraits d’erica arborea et myrtus communis exprimée par les
diametres des zones en mm.

Dans cette association entre M.communis et E.arborea on a marqué deux types de
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phénomene :
Un phénomeéne d’antagonisme pour les extraits éthanolique et un effet synergique pour
les extraits aqueux. Les souches E .coli et S.epidermidis ont été résistantes aux extraits seuls,
alors qu’elles sont devenues sensibles au produit de la combinaison.

D. Association des extraits d’Acanthe mollis et Melisse officinalis

Les résultats de ’association des extraits d’Acanthe mollis et Melisse officinalis sont

présentés dans la (Figure 69).
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Figure 69 : Association des extraits d’4canthe mollis et Melisse officinalis exprimée par les

diameétres des zones en mm.

Les résultats de ’effet antimicrobien de cette combinaison ont révélé 1’absence d’interaction
entre A.mollis et M .officinalis « phénomene de antagonisme ».

E. Association des extraits d’erica arborea et melisse officinalis

Les résultats de 1’association des extraits d’erica arborea et melisse officinalis sont présentés

dans la (Figure 70).
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Diameétre de zones
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Figure 70 : Association des extraits d’Erica Arborea et Melisse officinalis exprimeée par

les diamétres des zones en mm.

L’effet de I’association des extraits aqueux d’erica arborea et Melisse offcinalise contre

S.epidermidis est déeclaré plus efficace que celui des extraits testés séparément pour

I’extrait aqueux « effet synergique »

F. Association des extraits d’erica arborea et acanthe mollis

Les résultats de I’association des extraits d’erica arborea et acanthe mollis sont présentés dans

la (Figure 71)

Diameétre de zones
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30
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s.aureus s.epidemis b.subtilis
E.E 24,6 21,2 0
E.AQ 11,5 18 27

Figure 71 : Association des extraits d’erica arborea et acanthe mollis exprimeée par les

diameétres des zones en mm.

L’association entre les extraits A.mollis et E.arborea montre 1’absence d’interaction

positive entre eux « phénomeéne d’antagonisme ».
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La S.epidermidis résistante aux extraits seules est devenue sensible au produit de la

Résultat & Discussion

combinaison de ces derniers « effet synergique »
111.2.3.Activité Anti-inflammatoire in vivo

Lors de I’¢étude de I’effet anti-inflammatoire de 1’extrait ethanolique de Melisse officinalis
et d’Acanthe Mollis contre I’inflammation induite par la carragéenine, les différences de
volumes entre la patte gauche et la patte droite des animaux témoins et traités sont reportées
dans le (tableau 17). L’injection sous plantaire de carragéenine au lot t€émoin entraine une
augmentation significative du volume moyen de ’cedéme de 1.51, 1.1, 0.49 et 0.24 ml
respectivement a30min, 1h, 2h avec un maximum a 3h00. L’administration orale de
médicament de référence le déclofenac réduit de fagon significative I’augmentation du
volume de la patte gauche avec un volume de 0.78, 0.49, 0.18 et 0.05 ml a 30min, 1h, 2h et
3h apres I’injection de la carragéenine. Les extraits éthanoliques des deux plantes
administrés par voie orale ont induit une diminution du volume de I’cedéme par rapport au
témoin a 30min, 1h, 2h et 3h, ce qui suggéere que les deux plantes ont une action anti-
inflammatoire.
Tableau 17: Effet anti inflammatoire d’Acanthe mollis et Melissa officinalis. Sur 1’cedéme

induit par la carragéenine au niveau de la patte arriére chez la souris.

Groupes de Variation de volume moyen de I'eedéme (patte gauche-patte
traitement droite) induit par la carragéenine (ml)

n=5 To T30min Tin Ton Tan
Témoin 1.15+0.06 | 1.51+0.04 [1.1+0.09 |0.49+0.08 | 0.24+0.06
Lot 2 1.1840.09 [0.78+0.06 [0.49+0.06 |0.18+0.09 |0.05+0.03
(déclofenac)

Lot 3 1.17+0.06 [1.43+0.1 [0.73£0.08 [0.27+£0.06 [0.11+0.07
(EE-Ac.F)

Lot4 1.10+0.01 [1.56+0.08 [0.86+0.06 |0.42+0.08 |0.14+0.04
(EE-

Melisse)

Ces resultats sont rapportés dans la figure 72 .
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Figure 72 : Effet antiinflammatoire des extraits d’Acanthe mollis et Melisse officinalis.

Les pourcentages d’inhibition représentent la différence de volume moyen de l'cedéme (patte

gauche-patte droite) + erreur standard moyenne (moyenne + S.E.M) ; par rapport au témoin et

0
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au medicament de référence (déclofenac). A 6h, chaque extrait des deux plantes étudiées
(Acanthe mollis et Melisse officinalis) montre une inhibition importante allant de 54% jusqu’au
41% en comparant avec le produit de référence déclofenac qui inhibe la formation de I’cedéme

avec un pourcentage de 79% (figure 73).
L’¢évaluation du pourcentage d’inhibition montre que les extraits des deux plantes posseédent

une activité anti-inflammatoire significative durant les trois phases de 1’inflammation.
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Figure 73 : Pourcentage d’inhibition du volume de patte postérieure gauche chez les rats
prétraités par les extraits ethanoliques d’Acanthe mollis et Melisse officinalis

111.3. Détermination de la qualité microbiologique de produit
111.3.1 Dénombrement des germes aérobies totaux et levures et moisissures totaux

Résultats de la pommade : le résultat de la pommade est comparé avec les normes. (Tabl 18).

Tableau 18 : Résultats de qualité microbiologique de pommade

Teste Spécification Résultat
Qualité Microbiologique

Germes aérobies viables <100 UFC/g 5 UFCl/g
totaux

Levure et moisissure totale <10 UFC/g 1 UFC/g
Staphylococcus aureus Absence dans 1g | Absent
Pseudomonas Aeroginosa Absence dans 1g | Absent
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Les résultats indiquent que notre produit est conforme selon les normes de pharmacopée
Européenne.

Figure 74 : Résultat de pommade

Résultat de gel : le résultat du gel est comparé avec les normes. (Tableau 19).

Tableau 19 : Résultats de qualité microbiologique de gel

Teste Spécification Résultat
Qualité Microbiologique

Germe aérobies viables <100 UFC/g 1UFC /g
totaux

Levure et moisissure totale <10 UFC/g 0 UFC /g
Staphylococcus aureus Absence dans 1g | Absent
Pseudomonas Aeroginosa Absence dans 1g | Absent

Figure 75 : Résultat de gel

Les résultats précédant indiquent que nos produits sont conformes selon les normes de

pharmacopée Européenne.
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Conclusion

De nos jours, un grand nombre de plantes médicinales possede des propriétés
biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers
domaines a savoir I’industrie, la médecine, la pharmacie et I’agriculture.

L’Algérienne est I’une des plus riches au monde et posséde de nombreuses plantes
aromatiques et médicinales et bon nombre d’entre elles sont des espéces
endémiques. Elles constituent une ressource non négligeable en matiere de
molécules bioactives. Néanmoins, cette ressource reste peu exploitée que ce soit
au niveau des études scientifiques ou au niveau économique. La région nord
d’Algeérie abrite plusieurs especes endémiques et la plupart d’entre elles sont a

usage médicinal.

Ce travail, réalisé au laboratoire de la faculté des sciences au niveau de [’université
de Médéa, au bloc de microbiologie de I'unité SAIDAL de Médea, s’inscrit dans
le cadre de 1’évaluation des activités antibactériennes de quatre plantes dans la
région de Médéa, nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique et activités
biologiques (antioxydante, antibactérienne) ainsi que la détermination de la
teneur en composé phénolique totaux des plantes sélectionnées.
Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux et flavonoides
dans nos substrats végétaux en utilisant la méthode de Folin-Ciocalteu et la
méthode d’AICI; révélent leurs présences en quantités modéréees

Le potentiel anti-radicalaire des extraits a été déterminé par la methode de DPPH
dont les résultats montrent que ces extraits possedent une bonne activité 1’extrait
E.E.ER.FR représente une meilleur valeur, donc cette Erica Arborea contient
des moléecules qui sont considérées comme des agents antioxydants de premiere
classe et peuvent étre employées pour des applications thérapeutiques, sachant

que les antioxydants contribuent de maniere trés efficace a la prévention des
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maladies telles que le ;;;, et les maladies cardiovasculaires. Au cours de cette étude

nous avons réalisé également un test antimicrobien vis-a-vis 6 souche
bactériennes et trois souches fongiques référencée, les résultats microbiologiques
ont montré que les extraits de d’Erica Arborea et d’ Acanthe mollis dont une action
modérée sur les especes bactériennes testées.

Sachant que notre pays possede une biodiversité immense, dont chaque 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 é&tre
Proposees :

v' Faire une étude biochimique sur ces plantes.

v Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles qui pourront
répondre aux différents problémes de la santé et d’€tre un alternatif des
médicaments synthétiques.

v Developper des médicaments anti-radicalaires a base de plantes, doués
d’une activité antioxydant.

Il serait alors tres intéressant de compléter cette étude et d’encourager d’autres
¢tudes complémentaires et approfondies, en utilisant d’autres méthodes
d’extraction et d’analyse plus performantes ; qui permettent non seulement de
quantifier mais de qualifier les composés phénoliques présents dans les différents
extraits des plantes. De tester ensuite leurs efficacités sur d’autres activités

biologiques et €lucider leurs mécanismes d’actions.
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Annex

Matériel et méthode

Annex | :

Tableau 01 :le matériel de laboratoire

Verreries et matériel en plastique Solvants
- Pipettes - Ethanol
- Micro pipette (1000 pl, 200 pl) - L’eau distillée

- Tubes a essai

- Flacons (250 ml)

- Erlenmeyer

- Béchers

- Spatule

- Para film

- Tube en plastiques citratés
- Eprouvette graduées
-Papier filtre (0.45um).
- Burette graduée

- Cuve en verre

- Tubes a essais

- Embouts

- Fioles

- Tubes secs a bouchons
- Flacons en verre ambré
- Papier film

- Porte tube a essai

- Papier d'aluminium

- Entonnoir en verre

- Compte-gouttes

- Ecoviont

- Acide chlorhydrique(HCI)

- Hydroxyde de sodium (NaOH)

- chloroforme

- Chlorure de fer (FeClI3)

- Hydroxyde I’ammonium (NH4OH)
- Acide sulfurique (H2S04)

- Folin-Ciocalteu

- Acide gallique

-Aide ascorbique

- Carbonate de sodium (Na2CO3)

- Acide sulfurique

- Réactif de Dragendorff

-Reactif de Burchard

- Réactif de FCR (Folin- Ciocalteau)
- Carbonate de Sodium

- Quercétine

- Potassium acétate

- Le chlorure d'aluminium

-Limailles de Magnésium




Annexe II : Appareillages de laboratoire

[ Pied a colis ] [ Doncitometre J Bec benzen

[ Agitateur ]

Figure 01 : appareillage de laboratoire




Résultat et discussion
Annex |11 :

I- Activités antioxydant
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|- Effet antibacterienne
Tableau 01 : diamétre de melisse officinalis

Zone d'inhibition (mm)
xtraits Feuille

Souches Solvant D1 D2 D3 D4
E.coli ETH 0 0 0 0
ATCC12228 |AQU 0 0 0 0
S.aureus ETH 20 15 13 11.5
ATCC6538 |AQU 0 0 12.9 16.9
S.typhimirium [ETH 0 0 0 0
ATCC14028 |AQU 0 0 0 0
P.aeroginosa |ETH 0 0 0 0
ATCC9027 |AQU 0 0 0 0
S.epidermidis [ETH 14 12.4 12 11
ATCC12228 |AQU 0 0 0 0
B.subtilis ETH 10.9 9.9 23 9.9
ATCC6633 |AQU 27 22.4 17.2 17
C.albicans ETH 0 0 0 0
ATCC10231 |AQU 0 0 0 0
S.cerevisiae |ETH 0 0 0 0
ATCC9763 |AQU 0 0 0 0
A.brasiliensis ([ETH 0 0 0 0
ATCC16404 |AQU 0 0 0 0




Tableau 02 : diametre de Erica arborea

Zone d'inhibition (mm)

xtraits feuille Fleur
Souches Solvant |D1 |D2 |D3 |D4 |D1 |D2 |D3 D4
E.coli ETH 0 104 |0 0 133 |0 19 0
ATCC12228 |AQU 0 0 0 0 19 |16.8 |0 0
S.aureus ETH 39 322 |16 |0 18 |16 13 0
ATCC6538 |AQU 23 |21 |17 |14 0 0 0 0
S.typhimirium [ETH 15.8 {13.9 |0 0 129 (123 |11 10
ATCC14028 |AQU 12 119 |115 |11 12 |0 0 0
P.aeroginosa [ETH 40 |32 |17 |128 |31.2 (174 |14 9.5
ATCC9027 |AQU 0 |0 0 |0 0 0 0 0
S.epidermidis |ETH 33 (29 |14 |12.2 [19.8|16.8 |294 |28.2
ATCC12228 (AQU 0 0 0 0 13.6 (13 |12.8 11
B.subtilis ETH 26.4 1249 110.8|10 26.4 1249 |10.8 |10
ATCC6633
AQU 15.8|17.3 |17 |17 11.2 |10.8 (10.6 0
C.albicans ETH 0 0 0 0 0 0 0 0
ATCC10231 |AQU 0 |0 0 |0 0 0 0 0
S.cerevisiae |[ETH 0 0 0 0 0 0 0 0
ATCC9763 |AQU 0 0 0 0 0 0 0 0
A.brasiliensis [ETH 0 0 0 0 0 0 0 0
ATCC16404 |AQU 0 |0 0 |0 0 0 0 0
Tableau 04 : diametre de acanthe mollis
Zone d'inhibition (mm)
xtraits feuille Racine
Souches Solvant D1 |D2 |D3 |D4 |D1 |D2 |D3 D4
E.coli ETH 0 0 0 0 0 0 0 0
ATCC12228 |AQU 17 |14 12 |0 15 119 |0 0
S.aureus ETH 17.8|0 0 |0 16.6 |16 |14 21.6
ATCC6538 |AQU 15 |11 10.6|0 36.3 [29.7 (233 [226




S.typhimirium [ETH 0 0 0 0 0 0 0 0
ATCC14028 |AQU 129 116.3 |145|12.7 (239 |139 [0 0
P.aeroginosa |ETH 0 0 0 0 0 0 0 0
ATCC9027 |AQU 13.5(12.7 |12.3|194 |41.1 |36.6 |33.8 |23.2
S.epidermidis [ETH 19.9(27.2 |18.2|21.4 |0 16 17 20
ATCC12228 |AQU 0 0 0 0 38.4 |32.7 (21.7 |204
B.subtilis ETH 16.3|15.6 |18 |224 |0 0 13 14
ATCC6633 |AQU 16 |139 (12 |98 |0 0 0 0
C.albicans ETH 0 |0 0 |0 0 0 0 0
ATCC10231 |AQU 0 0 0 0 0 0 0 0
S.cerevisiae |ETH 0 |0 0 |0 0 0 0 0
ATCC9763 |AQU 0 0 0 0 0 0 0 0
A.brasiliensis [ETH 21.6(21.2 (19.7|0 0 0 0 0
ATCC16404 |AQU 145|116 155|105 |0 0 0 0
Effet synergique :
Tableau 05 : Association des extraits de myrtus communis exprimée par les diameétres des
zones en mm.
Plantes
Solvant Zone d'inhibition (mm)
souches D1 D2 D3 D4
S.aureus ETH 11.5 11.7 11.5 17.6
AQU 16 14.5 12.2 10
E.coli ETH 11.5 11.5 11.7 11.5
AQU 19 23.5 0 0
B.subtilis |ETH 12.3 13.6 12 13.9
AQU 0 0 0 0

Tableau 06: Association des extraits de erica arborea exprimée par les diamétres des zones

en mm.
Plantes
Solvant Zone d'inhibition (mm)
Souches D1 D2 D3 D4
S.aureus ETH 15 14.8 13.5 12




AQU 35.8 26.2 28.9 35.3
S.epid ETH 19 17 15 13
AQU 38.5 30.4 18.9 14.5
P.aero ETH 0 0 0 0
AQU 39.9 36.2 27.6 26.1
B.subtilis |ETH 0 0 0 0
AQU 19.7 18.5 14.5 14.3

Tableau 07 : Association des extraits d’acanthe mollis exprimée par les diameétres des zones

en mm.
Plantes
Solvant Zone d'inhibition (mm)

souches D1 D2 D3 D4
S.aureus ETH 27.5 23.1 20.2 24.6
AQU 14.3 0 11.4 11.3
S.epid ETH 26.1 21.1 12 22.6
AQU 115 11.7 115 22.7

P.aero ETH 25.4 22.1 149 23
AQU 11.7 11.9 11.9 17.6
B.subtilis |ETH 30.3 29.6 20.2 28.4
AQU 12.2 12.5 12.5 12.2

Tableau 08 : Association des extraits de Melisse officinalis et myrtus feuille exprimée par

les diamétres des zones en mm.

Plantes Zone d'inhibition (mm)
Solvant
Souches D1 D2 D3 D4
S.aureus ETH 15 0 0 0
AQU 0 0 0 0
B.subtilis |ETH 0 0 0 0
AQU 0 0 0 0
S.epid ETH 20.4 16.8 16.8 14.2




| | AQU 0 0 0 0 |

Tableau 09: Association des extraits de Acanthe mollis et myrtus communis exprimée par

les diamétres des zones en mm.

Plantes Zone d'inhibition (mm)
Solvant
souches D1 D2 D3 D4
S.aureus ETH 14.2 11.6 24.6 0
AQU 17 16 21 0
B.subtilis |ETH 0 0 0 0
AQU 17 17 18 15
S.epid ETH 21.2 19.4 17.6 14.9
AQU 0 0 0 0
ETH 0 0 0 0

Tableau 10 : Association des extraits d’erica arborea et myrtus communis exprimée par les

diametres des zones en mm.

Plantes
Solvant
Souches D1 D2 D3 D4
S.aureus ETH 13.9 12.9 12 11.8
AQU 17 14 14 0
B.subtilis |ETH 16.5 12.8 14.8 11
AQU 0 0 0 0
S.epid ETH 20.4 15.6 154 11.4
AQU 16 17 17 14
E.coli ETH 0 0 0 0
AQU 18 11 0 0

Tableau 11: Association des extraits d’acanthe mollis et melisse officinalis exprimée par

les diamétres des zones en mm.

Plantes
Solvant
souches D1 D2 D3 D4
S.aureus ETH 0 0 0 12.4
AQU 0 0 0 0
B.subtilis |ETH 11.8 10 10.2 13




AQU 0 0 0 0
S.epid ETH 13.8 11.9 11 17.6

AQU 0 0 0 0
E.coli ETH 0 0 0 0

AQU 0 0 0 0

Tableau 12 : Association des extraits d’erica arborea et melisse officinalis exprimée par

les diamétres des zones en mm.

Plantes Zone d'inhibition (mm)
Solvant
souches D1 D2 D3 D4
S.aureus ETH 15 24 13 10.5
AQU 18 18.2 16.5 16.5
B.subtilis |ETH 0 0 0 0
AQU 0 0 0 0
S.epid ETH 18 18.8 16.4 16.2
AQU 23 22 21 18
S.typhi ETH 14.5 15 13.6 10.4
AQU 18 16 155 0
Tableau
Plantes Zone d'inhibition (mm)
13
Solvant
souches D1 D2 D3 D4
S.aureus ETH 14.2 11.6 24.6 0
AQU 115 11 0 0
B.subtilis |ETH 0 0 0 0
AQU 24 27 18 16
S.epid ETH 21.2 19.4 17.6 14.9
AQU 16 18 16 14

Association des extraits d’erica arborea et acanthe mollis exprimée par les diamétres des

Zones en mm.

I11. Activité anti inflammatoire

LOT 1

LOT 2

LOT 3

LOT 4




N .| TO (avant | T1 (apres I'épaiss | I'épaiss |I'épaiss |I'épaiss |I'épaiss |I'épaiss
de c;' injection de | injection de | eur eur eur eur eur eur
sou caraghénin | caraghénin |apres apres apres |apres apres apres
ris ()g e) e) 30 min |60 min {90 min | 120 min | 150 min | 180 min
S1 (18 1,08 2,66 2,43 2,21 2,01 1,81 1,63 1,48
L?T S2 |21 1,23 2,71 2,31 2,15 1,94 1,73 1,59 1,42
S3 1|19 1,15 2,63 2,39 2,23 2 1,82 1,66 1,47
S4 (18 1,12 2,61 2,51 2,34 2,09 1,77 1,57 1,39
S5 |22 1,21 2,73 2,55 2,31 2,11 1,74 1,55 1,41
MO
TE YE |19
1,158 2,668 2,438 2,248 2,03 1,774 1,6 1,434
MOI NN | ,6
N E
EC 1
?\I(RP 81 0,0622 0,0512| 0,0955| 0,0769| 0,0696 O'Oggig 0,04472| 0,0391
£ 66
s1 |21 1,22 2,57 1,94 1,63 1,46 1,31 1,24 1,24
LgT S2 (19 1,11 2,51 1,97 1,66 1,51 1,4 1,25 1,16
S3 (23 1,31 2,78 2,03 1,74 1,52 1,41 1,37 1,33
S4 |18 1,07 2,47 1,87 1,62 1,43 1,33 1,29 1,17
S5 |22 1,19 2,61 2,01 1,71 1,52 1,36 1,32 1,26
MO
DEC 1¥E 120 1,18 2,588 1,964 1,672 1,488 1,362 1,294 1,232
LOF NN | 6 ' ' ' ' ' ' ' '
ENA | E
C |EC .
AR 07' 0,0943 0,1201| 0,0631 0,0516 ) 0,0408 0,04324 | 0,05320| 0,0698
TYP 7 7
£ 36
s1 (24 1,13 2,74 2,21 1,92 1,57 1,44 1,39 1,36
L(;T S2 |21 1,28 2,63 2,19 1,95 1,64 1,51 1,42 1,31
S3 (19 1,15 2,58 2,16 1,87 1,48 1,36 1,29 1,2
S4 |23 1,12 2,49 2,11 1,81 1,62 1,48 1,37 1,24
S5 (22 1,17 2,56 2,16 1,73 1,55 1,41 1,32 1,29
MO
ext | YE
RAI NN |21
T E ,8 1,17 2,6 2,166 1,856 1,572 1,44 1,358 1,28
EC
AR | 1,
TYP | 92 0,0378
E (35 0,0644 0,0930 2| 0,0882| 0,0630| 0,0587| 0,0526| 0,0620
Ss1 (19 1,09 2,64 2,31 2,01 1,69 1,57 1,43 1,26
L(;T S2 |18 1,11 2,75 2,28 1,9 1,77 1,62 1,5 1,3
S3 |21 1,13 2,77 2,36 2,08 1,8 1,44 1,33 1,21
Meli|S4 |19 1,08 2,51 2,14 1,86 1,71 1,53 1,46 1,25




sse |S5 |20 1,1 2,68 2,22 2 1,64 1,48 1,39 1,22
MO
YE
NN | 19
E 4 1,102 2,67 2,262 1,97 1,722 1,528 1,422 1,248
EC
AR | 1,
TYP | 14 0,0849
E 02 0,0192 0,1037 7| 0,0889| 0,0638| 0,0712| 0,0653| 0,0356
TEMOIN DECLOFENAC EXTRAIT MELISSE
poid (g) 19,6 +1,8166 20,6 £ 2,0736 21,8+1,9235 | 19,4 £1,1402
TO (avant injection de 1,158 + 1,102 +
caraghénine) 0,0622 1,18£0,0943 1,21£0,0644 0,0192
T1 (apres injection de 2,668 +
caraghénine) 0,0512 2,588 £0,1201 2,6 £0,0930 | 2,67 £0,1037
|'épaisseur apres 30 min 2,438 £ 2,166+ 2,262 +
0,0955 1,964 + 0,0631 0,03782 0,08497
|'épaisseur apres 60 min 2,248 £ 1,856 £
0,0769 1,672 £ 0,05167 0,0882 1,97 £ 0,0889
|'épaisseur apres 90 min 1,572 1,722 +
2,03 £0,0696 | 1,488 +0,04087 0,0630 0,0638
|'épaisseur apres 120 min L7744 1,528
0,04037 1,362 +£0,04324 | 1,44 +0,0587 0,0712
|'épaisseur apres 150 min 1,358 1,422 ¢
1,6 £0,04472 | 1,294+ 0,05320 0,0526 0,0653
|'épaisseur apres 180 min 1,434 + 1,248 £
0,0391 1,232 + 0,0698 1,28 £ 0,0620 0,0356




