LapSab

Républigque Algérienne Démocratique et Populaire °
Ministere de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche
Scientifique.
Université Abou Bekr Belkaid Tlemcen.
Faculté des sciences de la Nature et de la Vie, des Sciences de la Terre et de
I’Univers.
Département de Biologie

Laboratoire : Antibiotiques, Antifongiques : physico-chimie, synthése et
activité biologique.
THESE
Présentée en vue de I'obtention du dipléme de

DOCTORAT
En Biologie

Option : Biochimie appliquée
Par
Melle Gheffour Kamila
Théme

Etude phytochimique et évaluation des activités
biologiques des extraits d’Echinops spinosus de larégion

de Tlemcen

Soutenue le :30 juillet 2019
Devant le jury composé de :

Président Pr. Lahfa Farid Boucif Université Abou Bekr Belkaid Tlemcen

Directeur de thése Pr. Boucherit Kebir Université Abou Bekr Belkaid Tlemcen

Examinateurs Pr. Bendimered Nassima Université Abou Bekr Belkaid Tlemcen .
Pr. kahloula Khaled Université Dr. Tahar MOULAY de Saida
Dr. Azzi Rachid Université Abou Bekr Belkaid Tlemcen.

Dr.Seddiki Mohammed

Lahbib Centre universitaire de Naama

Année universitaire : 2018 / 2019



http://www.univ-saida.dz/

DEDICACLES
A Ak

Le Tout miséricordieny, le trée miséricondiens, lonange & Toc gui m'a
cucalgué le counage foar mener 4. bien ce travadl.

D,
A wotne tiés cher prophete Mokammad Gl

La Laméene du seiquearn, medlenr que lui, ALLAH n'en a point cnéé, Elu d Hlak,
& eot le oceaux des prophiétes. que la pacx et les benidictions de Dien socent sur lui.
4 mes Bés chens farentts

Toutes les lettres ne sauraient troaver les mote gu & faut,
Tous lee mots ue sauaient exprimen la gratitude, le nespect, la
wous avey condents frourn mon indtruction et mon bien étre. e vous nemencée

cufiniment, Zue ce modedte travadl soct le fruct de wos cnnombrabiles sacrdfices.
7 ‘espene avain népondu 4 wos espoins. Lue dien le ot pucssant vous frocure

A mon frére Chakib +boelane et ma sewr Rym rtmel,
D we peax exprimen é travens des lignes tous mes sentiments d amour enverd
wous, pacsse  amoun et la ratewite nous unissent d. jamacs. Menec poar voo

A toute ma jamdille.

Rien n’est facile, rien n’est difficile c’est une question de reflexion ...

M Gheffour kamila



Remerciements

Au nom de dieu, le clément, le Misécordieux, le trés Misécordieux,
Au nom de Muhammad, le Messager de Dieu - paix et bénédiction sur lui ainsi
gue sa noble famille.
Je rends grace a Allah qui m’a donné le courage, la force, la santé, la patience
et la foi afin de réaliser ce travalil.

J’exprime mes Sinceres remerciements et ma vive reconnaissance a Monsieur
Boucherit Kebir, Professeur a ['universite Abou Bekr Belkaid Tlemcen pour
avoir encadré et dirigé ce travail avec une grande rigueur scientifique, la
confiance qu’il m’a accorde, la liberté qu’il m’a laissé m ont permis de réaliser
ce projet. Monsieur, J'ai beaucoup appris de vos connaissances constructives
et enrichissantes, vos encouragements sont avérés determinants. Je vous
remercie pour votre modestie.

Je tiens a remercier mon président Monsieur Lahfa Farid Boucif,
professeur a [‘université Abou Bekr belkaid Tlemcen pour sa générosite,
pour sa rigueur scientifique ainsi que la qualité de son enseignement, qu’il
soit assuré de ma respectueuse et sincére gratitude.

Je tiens a exprimer également ma profonde reconnaissance a Mme Bendimred
Nassima professeur a [’Université Abou Bekr Belkaid Tlemcen, nous vous
sommes infiniment reconnaissants pour le grand honneur que vous nous
faites en acceptant de juger ce travail. Madame, Soyez assurée, de notre
parfaite considération.

Je tiens a exprimer ma trés grande considération et ma respectueuse
gratitude a Monsieur Azzi Rachid, Maitre de conférences classe A a
[’Université Abou Bekr Belkaid Tlemcen d’avoir bien voulu accepter de
juger ce travail, qgu il trouve ici le témoignage de ma grande gratitude.

Mes remerciements vont également a Monsieur Kahloula



Khaled,professeur a I’Université Dr. Tahar MOULAY de Saida d’avoir
accepté de faire partie de ce jury.

J’exprime mes remerciements et ma gratitude a Mme Boucherit - Otmani Zahia
Professeur a I’Université de Tlemcen.

Je vous remercie vivement pour : vos précieux conseils, vos orientations
judicieuses, votre présence au laboratoire, votre écoute, votre exigence et votre
rigueur scientifique.

Un remerciement spécial va a Monsieur Rahmoun Mohammed Nadijib,
Maitre de conférences classe A a ['université Abou Bekr Belkaid Tlemcen
et directeur du laboratoire Antibiotiques, antifongiques, synthese et
activités biologiques pour son aide précieuse, son écoute, et ses conseils,
Monsieur, je vous en suis infiniment reconnaissante.

Mes remerciements vont aussi a Monsieur Chaouche Mohammed Tarik
Maitre de conférences classe A a ['université Abou Bekr Belkaid Tlemcen
pour ses conseils qu'il trouve ici ma sincere considération .

Mes remerciements vont également a madame Chaouche farah Maitre de
conferences classe A a ['universite Abou Bekr Belkaid Tlemcen pour ses
conseils qu’elle trouve ici mon profond respect.

Je souhaite également remercier Me"® Benariba Nabila Maitre de
conférences classe A a ['universit¢ Abou Bekr Belkaid Tlemcen pour ses
qualités humaines, pour ses conseils et sa rigueur scientifique.

J’exprime aussi ma sincere gratitude a Mme Kazi tani zaket Maitre de
conférences classe A a ['universit¢ Abou bekr belkaid Tlemcen pour son
écoute, ses conseils, sa gentillesse, son aide, qu’elle trouve ici mes

chaleureux remerciements.


http://www.univ-saida.dz/

J’exprime mes chaleureux remerciements a toute I’équipe du laboratoire
Antibiotiques, Antifongiques, Physico-chimie, Synthése et Activité
biologique « LapSab »dans lequel le travail a été mene .

Un remerciement spécial va a Me®"® Belladgheme Rachida, et Mme
Bénichou Ismaheéne, nos ingénieurs de laboratoire pour leur disponibilité,
leur aide constante et précieuse, leur écoute et surtout pour leurs qualités

humaines qu’elles trouvent ici ma grande reconnaissance.



Premiére partie

Deuxieme partie

1.
1.1.
1.2.
1.3.
1.4.
2.
2.1
2.1.1.
2.1.2.
2.2.
2.2.1.
2.2.2.
2.2.2.1.
2.2.2.2.
2.2.2.3.
2.2.2.4.
2.2.2.5.
2.2.2.6
2.2.2.7
2.2.2.8
2.2.3.
2.23.1
2.2.3.2
2.2.3.3
2234

Table des matiéres

Introduction générale

Synthése bibliographique

Matériel et méthodes

Matériel

Matériel végétal

Solvants utilisés

Microorganismes

Globules rouges

Méthodes

Etude ethnobotanique

Zone d’étude

Description de la zone de récolte

Etude phytochimique

Préparation des extraits

Tests phytochimiques

Alcaloides

Quinones libres (réaction de Bontrager)
Coumarines

Saponosides

Tanins

Composeés réducteurs

Amidon

Flavonoides

Dosage des polyphénols  totaux,
flavonoides, tanins

Préparation de I’ extrait pour les dosages
Dosage des polyphénols totaux
Dosage des flavonoides totaux,

Dosage des tanins condensés

13
13
13
13
14
14
14
14
14
15
15
15
15
16
16
16
16
16
16
17
17
17

17

17
18
19



2.2.4.
2241
2.24.2

2.2.4.3
2.2.4.4
2.3.
2.3.1.
23.1.1

2.3.2.

2.3.2.1.
2.3.2.2.
2.3.2.3.
2.3.2.4.
2.4.

2.4.1.

2.4.2.

2.4.2.1.

2.4.2.2.

2.4.3.

2.4.3.1.

2.4.3.2.

2.5.

Préparation des extraits végétaux
Préparation des extraits bruts

Extraction des flavonoides

Extraction des tanins.
Rendement en extraits
Activités biologiques

Evaluation de 'activité antioxydante

Méthode de réduction du fer : FRAP
(Ferric lon Reducing Antioxidant
Power)

Méthode de piégeage du radical libre

DPPH?* (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl).
Principe

Mode opératoire

Calcul des pourcentages d’inhibition

Calculs des concentrations inhibitrices

Evaluation de [l'activité antimicrobienne
des extraits.

Préparation des disques.

Evaluation de 'activité antibactérienne .
Technigue de diffusion sur gélose
(méthode de disques).

Méthode de

Concentrations

détermination des
Minimales Inhibitrices

(CMI) sur milieu liquide.

Evaluation de [lactivité antifongique des

extraits

Technique de diffusion sur gélose (méthode

des disques)

Techniqgue de microdilution (Détermination

des Concentrations Minimales
(CMI).

Evaluation de |’ activité hémolytique

Inhibitrices

19
19
19

20
20
20
20
20

21

21

22

22
22

22

23

23

23

23

24

24

24

25



2.5.1.

2.5.2.
2.5.3.
3.
Troisiéme partie
1.
1.1.
1.2.
1.3.
1.4.
1.5.
1.6.
1.7.
1.8.
2.
2.1.
2.2.
3.

3.1.
3.2.
3.3.
4.
4.1.
41.1.

4.1.2.
4.2.
42.1.

42.1.1.

4.2.1.2.

Préparation de PBS (Phosphate Buffered
saline)

Préparation de la suspension érythrocytaire
Mesure de la fuite d’hémoglobine

Analyse statistique

Résultats et discussion

Enquéte ethnobotanique

Connaissance sur la plante

Tranche d’age

Sexe d’appartenance

Niveau d’études

Domaine d’indication thérapeutique

Parties utilisées

Mode de préparation

L’analyse statistique

Criblage phytochimique

Tests phytochimiques

Rendement en extraits

Dosage des polyphénols totaux ,flavonoides
et tanins.

Dosage des polyphénols
Dosage des flavonoides
Dosage des tanins
Activités biologiques
Activité antioxydante
Réduction du fer
Antioxidant Power) FRAP.

(Ferric  Reducing
Piégeage du radical libre DPPH.

Evaluation de l'activité antimicrobienne
Evaluation de l'activité antibactérienne
Diffusion sur milieu solide (méthode des
disques).

Techniqgue de microdilution (méthode de

25

25
25
26
27
27
27
27
28
28
28
29
30
30
31
31
33
34

34
36
38
42
42
43

47
49
49
49

52



4.3.

4.3.1.

4.3.2.

4.3.3.
4.3.4.

4.4.
Quatrieme partie
Cinquieme partie

CMI).

Evaluation de l'activité antifongique
Méthode de diffusion sur milieu solide
(méthode de disque).

Détermination des CMI par la méthode de
microdilution.

Corrélation entre les souches fongiques (CMI)
Comparaison entre les deux méthodes de
I'activité antifongique par test de corrélation.
L’évaluation de I'activité anti-hémolytique.
Conclusion générale

Références bibliographiques

Annexe

Manuel de préparation

56
56

58

61
61

63
73
76



Tableau N°1 :

Tableau N°2:

Tableau N°3:

Tableau N°4 :

Tableau N°5 :

Tableau N°6 :

Tableau N°7 :

Tableau N°8:

Tableau N°9 :

Tableau N°10 :

Tableau N°11 :

Tableau N°12 :

Liste des Tableaux

Microorganismes utilisées pour I'évaluation de I'activité antimicrobienne.
Situation géographique de la station de récolte.
Concentrations d’extraits des deux parties de la plante E.spinosus

Caractérisation des groupes chimiques dans les extraits d’Echinops
spinosus.

Rendement en extraits de la plante Echinops spinosus

Dosage des polyphénols totaux, flavonoides et tanins de la plante
Echinops spinosus.
Valeurs des IC50(en pg/mL) des extraits des deux parties de la plante
Echinops spinosus

Zone d’inhibition des différents extraits de la plante Echinops spinosus

Evaluation de l'activité antibactérienne par méthode de diffusion sur
milieu liquide des deux parties de la plante Echinops spinosus.
Concentration minimales bactéricides des différents extraits de la plante
Echinops spinosus.

Diametre des zones d’inhibitions fongiques de la plante Echinops
spinosus.

Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et concentrations minimales

fongicides(CMF) des extraits d’Echinops spinosus

13

15

24

33

34

41

49

52

55

56

58

61



Figure N°1 :

Figure N°2 :
Figure N°3 :

Figure N°4 :
Figure N°5:

Figure N°6 :
Figure N°7 :

Figure N°8 :

Figure N°9 :

Figure N°10 :
Figure N°11 :
Figure N°12 :
Figure N°13:
Figure N°14 :
Figure N°15 :

Figure N°16 :

Figure N°17 :

Figure N°18 :

Figure N°19:

Figure N°20 :

Figure N°21 :

Figure N°22 :

Liste des figures

Les différentes parties D’Echinops spinosus : (a) Fruit, (b) feuilles

et tiges, (c) racines.

Carte géographique de Tlemcen.

Carte géographique d’Algérie.

Réaction d’'un donneur d’hydrogéne (antioxydant) avec le radical DPPH
Répartition de la fréquence d'utilisation d’Echinops spinosus par tranche
d’age.

Répartition des différentes utilisations de la plante Echinops spinosus.
Corrélation entre la fréquence d’age et la connaissance de la plante
E.spinosus .

Corrélation entre la fréquence d’age,le sexe,et la connaissance de la
plante E.spinosus

Courbe d’étalonnage pour le dosage des phénols totaux.

Teneur en polyphénols des deux parties de la plante E.spinosus

Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides.

Teneur en flavonoides des deux parties de la plante E.spinosus

Courbe d’étalonnage pour le dosage des tanins.

Teneur en tanins des deux parties de la plante Echinops spinosus.
Corrélation entre la teneur en polyphénols et les flavonoides pour I'extrait
aqueux.

Corrélation entre la teneur en polyphhénols et les flavonoides pour I'extrait
hydro-méthanolique.

Corrélation entre la teneur en polyphénols et les tanins pour I'extrait aqueux.

Corrélation entre la teneur en polyphénols et les tanins pour I'extrait hydro-
méthanolique.

Courbe d’etalonnage de la BHA et I'acide ascorbique.

Pouvoir réducteur des différents extraits de la plante Echinops spinosus.
Pouvoir réducteur de la fraction n-buthanol des tanins de la partie aérienne
et des racines de la plante E.spinosus

Pouvoir réducteur des extraits de la partie aérienne d’ Echinops spinosus.

11

15
15
22
27

29
31

31

35
36
37
37

39

39

41

42

42

42

44

45

46

46



Figure N°23:
Figure N°24 :
Figure N°25 :
Figure N°26 :

Figure N°27 :

Figure N°28 :

Figure N°29 :

Figure N°30 :

Figure N°31 :

Figure N°32 :

Figure N°33:

Figure N°34 :

Figure N°35:

Figure N°36 :

Figure N°37 :

Histogramme 1.

Histogramme 2 :

Pouvoir réducteur des extraits des racines d’Echinops spinosus.

Comparaison des ICso des deux parties de la plante E.spinosus

Corrélation entre le diamétre d’inhibition et les CMI pour la souche
Candida albicans 10231.

Corrélation entre le diamétre d’inhibition et les CMI pour la souche
Candida albicans 1P444.

Corrélation entre le diamétre d’inhibition et les CMI pour la souche
Candida albicans 26790.

pourcentage d’hémolyse en fonction du temps de la fraction n-buthanol des

flavonoides .

pourcentage d’hémolyse en fonction du temps de la fraction acétate d’ethyle
des tanins de la partie aérienne.
pourcentage d’hémolyse en fonction du temps de la fraction n-buthanol
des tanins de la partie aérienne.
pourcentage d’hémolyse en fonction du temps de la fraction acétate d’éthyle
des tanins des racines.
pourcentage d’hémolyse en fonction du temps de la fraction acétate
d’éthyle des flavonoides de la partie aérienne.
pourcentage d’hémolyse en fonction du temps de la fraction acétate d’éthyle
des flavonoides des racines.
pourcentage d’hémolyse en fonction du temps de la fraction n-buthanol des
flavonoides de la partie aérienne.
pourcentage d’hémolyse en fonction du temps de la fraction n-buthanol
des flavonoides des racines.
pourcentage d’hémolyse en fonction du temps de I'extrait aqueux (sous reflux)
de la partie aérienne.
pourcentage d’hémolyse en fonction du temps de I'extrait aqueux des racines.
pourcentage d’hémolyse en fonction du temps des différents extraits a I'C50
de la partie aérienne de la plante E.spinosus
pourcentage d’hémolyse en fonction du temps des différents extraits a I'lC50

de la partie aérienne de la plante E.spinosus

47

49
61

62

62

65

66

66

67

67

68

68

69



Histogramme 3 : pourcentage d’hémolyse en fonction du temps des différents extraits a 71

40fois I'lC50 de la partie aérienne de la plante E.spinosus

Histogramme 4 : pourcentage d’hémolyse en fonction du temps des différents extraits a 72

40fois I'lC50 des racines de la plante E.spinosus



Liste des abréviations
AICl3 6 H20 : Chlorure d’aluminuim hydraté.

AmB: Amphotéricine B.

ATCC: American type collection culture

BHA : Butylhydroxyanisole

BHT : Butylhydroxytoluéne

CLSI : Clinical and Laboratory Standards Institute.
CMI: Concentration Minimale Inhibitrice.

DMSO: Dimethyl sulfoxide.

DPPH: 2, 2-Diphenyl-1- picryl hydrazyl.

EUCAST: European Committee for Antimicrobial susceptibility Testing.
FeCls:Trichlorure de fer.

FRAP: Ferric ion Reducing Antioxydant Power.
H2SO4 : Acide sulfurique.

HCI: Acide chlorhydrique.

ICs0: Concentration Inhibitrice & 50%.

K3Fe(CN)s : Ferricyanure de potassium.

MOPS: Acide morpholinopropanesulfonique

NacCl: Chlorure de sodium

NaNO:2: Nitrite de Sodium

NCCLS: National Clinical Committee Laboratory Standards.
NaOH: Hydroxyde de sodium

Na2SOa: Sulfate de sodium anhydre

NH4OH: Hydroxyde d’ammonium.

RPMI: Roswell Park Memorial Institut.

UFC: Unité Formant Colonies.

UV: Ultra-violet.



Introduction géenerale




Introduction générale

Les plantes médicinales sont utilisées depuis l'antiquité, pour soulager et guérir les
maladies humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence
de centaines, voire des milliers de composés naturels bioactifs appelés: les
métabolites secondaires. Ces derniers sont par la suite accumulés dans différents
organes et parfois dans des cellules spécialisées de la plante.

Actuellement, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques et la
toxicité des antioxydants synthétiques ont conduit les chercheurs a puiser dans le
monde végétal et particulierement les plantes médicinales et culinaires en quéte de
molécules naturelles efficaces et dénuées de tout effet adverse .

De nombreuses études ont mis en évidence la présence de métabolites secondaires
doués d'activités biologiques telles que les polyphénols, les tanins, les alcaloides, les
flavonoides , les terpénes ...etc [(Barbouche et coll.,2001),(Krief, 2003),(
Bouzouita et coll., 2008 )].

Ce sont des molécules ayant une répartition limitée dans I'organisme de la plante et
sont nécessaires a sa défense contre les agressions extérieures. Ces composés
procurent des propriétés curatives appréciables dont aucune chimie synthétique et
combinatoire ne peut nous offrir (Epifano et coll., 2007).

L'Algérie possede une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes
meédicinales qui constituent le couvert végétal, se trouve le genre Echinops, ce
dernier est largement distribué surtout dans les régions semi arides.

A l'instar des autres régions d’Algérie, Tlemcen posséde un patrimoine trés riche en
plantes vertueuses, 275 especes de plantes médicinales appartenant a différentes
familles ont été recensées et identifiées (Loukkas, 2006).

Le recours aux plantes médicinales aux propriétés antioxydantes constitue un des
plus intéressants axes de recherche a explorer, renfermant des substances
antioxydantes [(Zheng et coll., 2001) ; (Anderson et coll., 2001)].

Depuis, l'attention s’est portée sur les herbes et les épices qui ont une capacité
antioxydante non négligeable, parfois méme plus élevée que celle de certains fruits
et léegumes et qui peuvent étre employés pour se protéger contre les effets du stress
oxydant (Mata et coll., 2007).

Ces produits sont classés en plusieurs composants chimiques dont les plus
répandus sont les polyphénols, les alcaloides, et les terpenes [(Cuendet, 1999) ;
(Vermerris, 2006)].
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Les composés phénoliques font I'objet de nombreuses recherches. lls sont largement
utilisés en thérapeutigue comme inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et anti
radicalaires [(El-demerdash et coll., 2005) ; (Gehin et coll., 2006) ; (Bouayad et
coll., 2007) ; (Sivapriya et coll., 2007)].

L’évaluation des propriétés phyto-thérapeutiques demeure une tache préoccupante
et utile en particulier pour les plantes d’une utilisation rare ou moins fréquente ou non
connues dans la médecine.

L’utilisation des plantes pour se soigner date de la préhistoire et tous les peuples sur
tous les continents ont cette vieille tradition. Malgré les efforts des chimistes qui
synthétisent de nouvelles molécules, plus de 25 % des médicaments prescrits dans
les pays développés dérivent directement ou indirectement des plantes.

Cependant, en tant que sources de médicaments, les plantes restent encore sous
exploitées surtout dans le domaine de la microbiologie médicale. Il est certain que la
plupart des antibiotiques prescrits dérivent des microorganismes et que, un a trois
antibiotiques sont mis sur le marché chaque année, mais il est aussi évident que les
agents antimicrobiens d’origine veégétale ont leur place dans [larsenal de
médicaments prescrits par les cliniciens et a juste titre. Chaque antibiotique a une
durée de vie effective limitée au bout de laquelle les microorganismes développent
des résistances. De plus, dans les pays en développement, ces produits ne sont pas
toujours disponibles, ou, lorsqu’ils le sont, ils coltent trop cher pour les populations,
ainsi plus de 80 % de ces populations ont recours exclusif aux plantes médicinales
pour se soigner [ (Kirby et coll.,1996) ; (Cowan et coll .,1999) ; (Newman et coll.,
2000) ; (Hostettman et coll.,2002)].

Cette matiéere vivante est efficace pour la recherche pharmacologique et I'élaboration
des médicaments, non seulement lorsque les constituants des plantes sont utilisés
directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matiéeres premieres
pour la synthése de médicaments ou comme modéles pour les composés
pharmacologiquement actifs. En vue d'assurer la conservation et la disponibilité de
ces plantes pour l'avenir, la réglementation de leur exploitation et de leur exportation
est essentielle, tout comme la coopération et la coordination au niveau international
(Jayasuriya DC et coll., 2002).

Dans les années récentes, des études sont réalisées pour avoir un role bénéficiaire
des extraits de plantes bioactives surtout de la famille des astéracées. Cette étude

permanente fait penser a leurs efficacités in vitro.
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Utilisées fréequemment comme antibiotiques vis-a-vis une variété des
microorganismes disponible et centrée au nord-ouest de I'Afrique mais aussi trouvée
dans les pays méditerranéens surtout I'Algérie [(Chaouki et coll.,2013);(K. Side
Larbi et coll., 2015)].

E. spinosus ou l'oursin épineux est une plante herbacée, vivace de 30 a 60 cm de
hauteur, qui peuple les terres non cultivées, les terrains caillouteux et les zones
cétieres , abondante dans les sols arides d’Afrique du nord, d’Afrique tropiclale, au
Maroc (Allaoui, 2002) et en Algérie , elle se répartit du sud de la région
méditerranéenne jusqu’au Sahara. Elle est assez commune dans les zones arides,
sur sols caillouteux (Benaradj, A. et coll., 2010).

Pour cela notre laboratoire et principalement notre équipe de recherche s’intéresse
de trés pres a la phytochimie et aux activités biologiques (antimicrobiennes et
antioxydantes) des extraits végétaux des plantes médicinales dans le but d’élargir les
perspectives de valorisation des produits naturels [(Mergheche Djamila, 2014) ;
(Rahmoun nadjib,2013) ; (Bentabet nesrine,2014)].

Le choix de cette espéce a été guidé d'une part par les indications d’usage
traditionnel, et d’autre part par le fait qu’Echinops spinosus n’a pas fait I'objet
d’investigations chimiques et biologiques. Notre travail est réalisé en trois parties :

- Dans la premiere partie, une synthése bibliographique est menée sur les plantes
médicinales , les métabolites secondaires et leurs activités biologiques ainsi que sur
I'espéce sélectionnée Echinops spinosus qui appartient a la famille des astéracées.

- Dans la deuxieme partie le travail est expérimental, qui consiste en la réalisation
d’'une enquéte ethnobotanique, le criblage phytochimique qui méne a faire des
extractions, ainsi que le dosage de principales classes phénoliques, phénols totaux,
flavonoides et tanins.

L’évaluation in vitro des activités biologiques correspondantes aux feuilles —tiges et
racines de la plante E.spinosus notamment 'activité antioxydante par la méthode du
piégeage du radical libore DPPH et celle de la réduction de fer (FRAP), l'effet
antibactérien et antifongique des différents extraits de la plante en utilisant les
souches de référence disponible au laboratoire ainsi I'évaluation de l'activité anti-
hémolytique de quelques extraits vis-a-vis les érythrocytes a différentes

concentrations en suivant une cinétique de fuite d’hémoglobine pendant 120 min.
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La phytothérapie, qui propose des remédes naturels est souvent associée aux
traitements classiques. Elle connait de nos jours un renouveau exceptionnel,
spécialement dans le traitement des maladies chroniques, comme lasthme, le
diabéte, I'hypertension ou l'arthrite. De plus, les effets secondaires induits par les
meédicaments inquiétent les utilisateurs, qui se tournent vers des soins moins nocifs
pour I'organisme (ISERIN, 2001).

Plus de 80% de la population mondiale utilise les plantes médicinales pour se
soigner en raison de leur efficacité, et I'inaccessibilité aux médicaments prescrits par
la médecine moderne (Lehmann, 2013).

Jusqu’en 2004, on a estimé que prés de 75% de la population africaine ont toujours
recours aux plantes pour se soigner. Ainsi ce type de soin est considéré souvent
comme faisant partie de la médecine douce (KAR, 2007).

La région méditerranéenne, en dépit de sa localisation dans une zone tempérée,
possede des zones biogéographiques parmi les plus rares au monde et une
biodiversité importante représentée par pres de 25.000 espéces, ce qui correspond a
9,2% des especes identifiees dans le monde sur un territoire représentant seulement
1,5% de la surface terrestre [(Emregul, 2003) ; (Lebrini, 2005)].

De plus, prés de 6377 especes sont utilisées, dont plus de 400 sont des plantes
meédicinales qui contribuent pour 90% au traitement médicale (Diallo, 2005).

De par sa situation géographique et de son climatique, I'Algérie dispose d’une
grande diversité floristique a laquelle s’ajoute une tradition séculaire d’utilisation
traditionnelle des plantes. On compte environ 3000 espéces de plantes dont 15%
sont endémiques (El Ouali, 2010).

Ce potentiel végétal comportant des milliers d’espéces constitue un axe de
recherche tres prometteur.

A linstar des autres régions d’Algérie, Tlemcen posséde un patrimoine trés riche en
plantes vertueuses. En effet, plusieurs espéces de plantes médicinales appartenant
a différentes familles ont été recensées et identifiées (Loukkas, 2006). De ce fait,
'exploitation de nouvelles molécules bioactives avec moins d’effets secondaires a
partir des plantes et leur adoption comme une alternative thérapeutique aux
molécules synthétiques constitue un objectif prioritaire pour la recherche scientifique

et les industries alimentaires et pharmaceutiques.
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Les plantes médicinales fournissent des composés naturels qui n’ont pas
nécessairement un effet direct sur les microorganismes, mais qui augmentent ou
restaurent I'activité des antibiotiques en inhibant les mécanismes de résistance. Ces
composés appartiennent a diverses classes phytochimiques et agissent comme
inhibiteurs des pompes a efflux (flavonoides, terpénoides, alcaloides), inhibiteurs
des PBP 2a (quinones, terpénoides), provoquant la perméabilité des membranes
bactériennes (terpénoides) et inhibiteurs des béta-lactamases (alkyls gallates) (Affif
Chaouch, 2015).

Les Astéracées (Composées) constituent I'une des grandes familles qui contient
environ un dixieme du nombre total des plantes a fleurs, comprenant environ 950
genres et plus de 20000 espéeces et se caractérisent par de petites fleurs disposées
dans une téte ressemblant a une fleur unique (Rendle, 1979).

Ce sont des plantes dicotylédones qui ont la caractéristique commune d'avoir des
fleurs réunies en capitules sans pédoncules, placées sur I'extrémité d'un rameau ou
d'une tige et entourées d'une structure formée par des bractées florales. Les fruits
sont des akénes.

Les études réalisées sur des plantes médicinales de la famille des astéracées ont
montré que ces derniéres renferment des métabolites secondaires doués d’activités
antioxydante, antibactérienne et antifongique, car ils sont capables d’inhiber la
croissance bactérienne en agissant sur des cibles cellulaires différentes de celles
visées par les antibiotiques [(Agban et coll., 2013) ; (Tatiana Lopez et coll., 2016) ;
(Boussoussa et coll., 2016) ; (Ramdane F., 2018)].

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit
dans lindustrie, en alimentation, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces
composés, on trouve les métabolites secondaires qui sont énormément utilisés en
thérapeutique (Fabricant et coll., 2001).

De nombreux travaux ont montré que ces métabolites secondaires présentent un
potentiel important en tant qu’agents antibactériens, antifongiques, antioxydants,
anticancéreux et antidiabétiques [(Boudjouref M., 2011) ; (H. talbi et coll., 2014) ;
(Ghedadba et coll., 2015)].

Actuellement, les recherches s’orientent vers le développement d’'une nouvelle

génération de substances antimicrobiennes et antioxydantes d’origine végétale pour
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subtituer celles issues de la synthese chimique afin de minimiser les effets
secondaires des médicaments.

De méme, un certain nombre de secteurs industriels se tournent de nouveau vers
l'incorporation de ces produits dans leurs formulations [(Taviano et coll., 2013) ;
(Kanga Yao et coll., 2016)].

Le traitement par les antibiotiques présente un grand intérét, cependant leurs
utilisation abusive est a l'origine de I'apparition de la multi-résistance microbienne.
Par ailleurs, la maitrise des infections devient complexe du fait que de nombreuses
bactéries ont développé une résistance a la plupart des antibiotiques ce qui a
constitué un probleme de santé important a I'’échelle mondiale (Pfaller, 2012).

Parmi les stratégies proposées pour pallier a la multi-résistance des
microorganismes est de prolonger la durée de vie des molécules existantes sur le
marché, essentiellement par une meilleure compréhension des mécanismes
physiopathologiques des germes en cause, mais aussi, des mécanismes d’action
des antibiotiques a I'échelle moléculaire, tout cela accompagné d’une rationalisation
de la prescription et 'utilisation de ces médicaments (Meridith et coll., 2015) ,(Boris
legba et coll., 2017)] .

De méme, la dysfonction antioxydante due au déséquilibre de Ila balance
antioxydant/Pro-oxydant provoquant le stress oxydatif peut étre manipulée par la
supplémentation en antioxydants exogénes alimentaires, soit naturels ou de
synthese. Cependant, I'utilisation de ces derniers est restreinte en raison des effets
indésirables sur la santé humaine.

Récemment, Il y a eu une préoccupation concernant les effets destinés a la lutte
contre le stress oxydatif et les infections microbiennes.[(Thierry Christiaens, 2016),
(kouassi et coll.,2018)].

Les travaux menés en 2011 par I'équipe de Fraisse sur 18 espéeces de cette famille
ont montré que la capacité totale du pouvoir antioxydant varie d’une plante a I'autre
et qui dépasse 11% pour Hieracium pilosella.

Des études in vitro ont montré que les substances bioactives provenant de diverses
especes végétales appartenant a cette famille, présentent un spectre large d’activité
sur une gamme de flore fongique ou sont inclus les champignons toxinogenes
[(Mohammedi Zohra., 2013) ; (A. Sharifzadeh et coll., 2016)].
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De plus, Beaucoup de recherches se sont concentrées sur I'évaluation de I'activité
antimicrobienne des extraits de plantes médicinales telles que Tridax procumbens,
Chromolaena Odorata, Artemisia campestris, ils ont trouvé que ces extraits sont
actifs non seulement contre les bactéries mais aussi contre les champignons, les
levures et les virus [(Jurgen et coll., 2009) ; (Amégninou agban et coll., 2013) ;
(Bammou M., et coll., 2015) ; (Affif Chaouche, 2015)].

Certains, comme les terpénes, donnent aux plantes leurs odeurs, d'autres (quinones
et des tanins) sont responsables de pigment végétal [(Dixon et coll., 2001) ; (Affif
Chaouche, 2015)].

Il a été rapporté que les extraits de plantes et beaucoup d’autres préparations
phytochimiques riches en flavonoides et en tanins possédent une activité
antimicrobienne. Grace a leur structure caractérisée par la présence de groupe
phénolique, et d’autres fonctions chimiques, les flavonoides sont considérés comme
de tres bons agents antimicrobiens [(Harborne et Williams., 2000) ; (Tim et coll.,
2005)].

De nombreuses études ont rapporté les activités antimicrobiennes des flavonoides
[(Bruneton, 2009) ; (Akroum, 2010)].

L’activité antifongique des flavonoides est aussi établie, une étude faite sur Dianthus
caryophyllus a montré lefficacité des flavonoides, glycosides, sur des souches
fongiques (Galeotti et coll., 2008).

Les tanins ont eu depuis une décennie un large spectre et une forte activité
antimicrobienne par rapport aux autres polyphénols, di a leur capacité de supprimer
un nombre de facteurs de virulence microbienne telle que l'inhibition de la formation
de biofilms, la réduction de I'adhésion aux ligands de I'h6te et la neutralisation des
toxines bactériennes ainsi qu’a leur capacité d’établir une synergie avec certains
antibiotiques (Daglia, 2012).

Cette étape constitue une plateforme pour plusieures implications incluant I'industries
pharmaceutique, la médecine alternative, et la thérapie naturelle (Huang et coll.,
2005). Il faut toutefois noter que plusieures plantes appartenant a la famille des

astéracées sont étudiées pour leur effet antimicrobien.
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Artemisia campestris par exemple ('armoise rouge) est une plante médicinale
utilisée dans le traitement de nombreuses infections telles que les infections
urinaires.

Naili et ses collaborateurs en 2010 ont testé l'activité antibactérienne de I'extrait
meéthanolique des feuilles d’Artemisia campestris, ils ont découvert que I'activité de
cet extrait est plus efficace contre les bactéries a Gram positif (Staphylococcus
aureus) que les bactéries a Gram négatif (Escherichia coli).

En 2007, Kyeong et ses collaborateurs montrent que I'extrait aqueux des racines
d’Artemisia campestris posséde un potentiel antifongique sur des champignons de
mycorhize, cependant, ces composés chimiques peuvent conférer a la plante des
propriétés toxiques a fortes doses par voie générale, il apparait donc indispensable
de procéder a la détermination de leur pouvoir hémolytique pour une adaptation
rationnelle de la tradithérapie. De méme ['évaluation de la toxicité générale aigué de
I'extrait est nécessaire pour situer les limites de tolérance de la plante [(Derbré,
2016) ; (Z. Selihi et coll., 2016)].

La toxicité est une notion relative et varie en fonction de la partie de la plante étant
extraite ou mangé et les quantités prises. Cependant, il est essentiel que les
composeés de l'extrait soient testés pour leur toxicité, bien que la plupart des tests ne
mesurent actuellement que la toxicité aigtie.

Jusqu’alors, I'étude de lactivité anti-hémolytique des plantes présente un grand
intérét et devient un sujet d’actualité surtout en ce qui concerne le matériau naturel
dans lintérét de favoriser le développement d’antibiotiques a base de produits
naturels.

La conception et la réalisation de notre travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation
de ressources végétales par des recherches scientifigues afin d’exploiter cette
richesse naturelle.

La recherche botanique, la biochimie, la pharmacologie, la pharmacie, la
pharmacognosie, la chimie médicinale, la chimie organique et la toxicologie sont
importants pour entreprendre cette recherche [(Kinghorn, 2001) ; (Butler, 2004 );
(Koehn et Carter, 2005) ; (Jones et coll., 2006)].

Le laboratoire antibiotiques, antifongiques, physico-chimie, synthése et activités

biologiques LapSab a engagé depuis plusieurs années une recherche de nouvelles
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molécules bioactives présentant des activités biologiques, a partir de plantes locales
dont Citrullus colocynthis, Punica granatum, Berberis vulgaris, Echium vulgare ,
Fredolia aretioides.

Depuis, les activités biologiques sont évaluées dans le laboratoire LapSab, on peut
citer : l'activité étudiée chez les rats Wistar sur des cellules isolées et chez les rats
normaux et rendus diabétiques par la streptozotocine [(Hamza Chérif et Chenini,
2006) ; (Benariba et coll., 2009) ; (Belkacem et coll., 2011)].

L’activité antioxydante in vitro (Benariba et coll., 2012) et antimicrobienne in vitro
sur des souches bactériennes et des levures [(Azzi et Boumellah, 2002) ; (Adida,
2014)], [lactivité antimicrobienne des extraits dhenné et de quelques
naphtoquinones synthétiques et ses dérivés (Rahmoun et coll., 2013), I'évaluation
de l'activité antifongique et antibactérienne et de la cytotoxicité des conservateurs
(Halla et coll.,, 2014), composition chimique, activités antibactériénnes et
antifongiques des huiles essentielles d’ Eryngium tricuspidatum L (Mergheche et
coll., 2014), Etude phytochimique des feuilles et des racines de Fredolia aretioides
(Bentabet et coll., 2014).

Le travail entrepris dans cette thése s’inscrit dans le cadre de la valorisation
d’Echinops spinosus appartenant a la famille des Astéracées qui sont des plantes
dicotylédones, herbacées méme s'il peut exister des arbres, des arbustes ou des
lianes dans cette famille.

Au préalable, un travail de terrain est effectué dont le but consiste a mener une
enquéte ethnobotanique auprés des tradithérapeutes (ou tradipraticiens), des
herboristes et des individus vivant en contact avec les plantes médicinales. Il s’agit
de mettre en cohérence les informations relatives sur 'usage de ces plantes en
médecine traditionnelle et de créer une synergie d’activité avec les composeés
chimiques actifs utilisés en médecine conventionnelle. La connaissance de I'enquéte
ethnobotanique nous permettra d’édifier les réles potentiels des plantes médicinales
dans la pharmacopée traditionnelle. Cette enquéte met en exergue une pratique
ancestrale tres efficace pour soigner les maladies.

Le genre Echinops contient approximativement 120 espéces (Bobrov, 1997);
(Garcia-Jacas, 2007)], distribuées un peu partout dans le monde [(Jager, 2016 ;

(Garnatje et coll., 2004)]. Elle s'étend tout au long de la Turquie (Garcia-Jacas et
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coll., 2002), la France (Rodillon, 1920), et dans certains pays africains de la
région méditerranéenne comme le Maroc et I'Algérie [(Alaoui jamali et coll.,
2002);(Guide illustré de la flore algérienne, 2009)] ..

Echinops vient du grec echinos qui se traduit par hérisson ou oursin signifiant aspect
: le nom fait allusion a l'inflorescence en forme de hérisson. Le nom spinosus fait
référence aux nombreuses épines que porte la plante.

La tige est ramifiée par un capitule sphérique en forme de boule de couleur bleue
(Bernard Boullard, 2001). (Figure N°1).

Les feuilles caulinaires, sessiles, ovales, pennatiséqués, mesurant de 5 a 15cm et
leurs segments sont découpées et terminées par des aiguillons.

Les inflorescences a téte globuleuses, sphériques d’'un diamétre de 4 a 6 cm
ponctuées de bleu sont constituées de fleurs.

Les fruits sont des akenes turbinés a couronne raide et lacinée [(Forey, 1998) ;
Bernard Boullard, 2001)].

Nommée localement Tassekra, cette espéce veégeétale est tres répandue en

médecine traditionnelle pour ses vertus thérapeutiques.
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(@) (b) (c)

Figure N°1 : les différentes parties d’Echinops spinosus : (a) Fruit, (b) feuilles et
tiges, (c) racines.

Ses feuilles ont déja été utilisées en médecine locale comme un anti-inflammatoire
pour traiter les affections hémorroidaires (Rodillon, 1920). Employée au Maroc sous
le nom de Shawk el gimal ou Tassekra, cette espéce est réputée pour son pouvoir
d'améliorer le systeme circulatoire (Renaud et Colin, 1934), et pour le traitement des
verrues (Alaoui et coll., 2002).

Ses racines en décoction sont utilisées contre les douleurs stomacales, les infections
urinaires et administrées aux femmes avant I'accouchement pour accélérer la
délivrance et aprés I'accouchement pour expulser le placenta (Lahssissene et coll.,
2009). Cette espece végétale riche en echinopsine stimulant le systéme nerveux est
appréciée comme vaso-constricteur veineux et contribue donc a la circulation
sanguine, grace a la présence de dérivés de 'apigénol et du chrysoériol notamment
(Bernard Boullard , 2001).

Au Maroc, d’aprés Bellakhdar en 1997, elle est également recommandée en
médecine traditionnelle pour soigner l'asthénie, le diabéte. Quant a la plante
pulvérisée, on I'a dit dépurative, diurétique et efficace en cas d’affections hépatiques.
L’utilisation traditionnelle de cette plante par la population a fait I'objet de quelques
travaux scientifiques.

En 1999, Rimbau et ses collaborateurs ont révélé que les racines d’E .spinosus
ont une bonne activité anti-inflammatoire dans les extraits aqueux, chloroformiques
et éthanoliques. De plus, une étude faite par Alaoui et ses collaborateurs en 2002
sur la méme partie de plante. (Les fractions d’extraits acétate d’éthyle et aqueuses) a

montré une activité anticancéreuse intéressante contre le cancer du sein.
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Enfin, une récente étude effectuée au sein du laboratoire de chimie des éléments
organiques en 2013 par Wenbo Xu et ses collaborateurs sur la synthese chimique
totale des échinopines A et B qui sont de nouveaux terpénoides isolés a partir des
racines d’Echinops spinosus et utilisés contre le cancer du sein.

Il est & noter que la quasi-totalité des travaux scientifiques s’intéressaient a
I'utilisation traditionnelle de cette plante et se fondent dans un axe physiologique
entre autre l'activité anti-inflammatoire et anticancéreuse mais aucune activité
antioxydante, antimicrobienne et anti-hémolytique n’a été effectuée, vu la difficulté de
récolte de cette plante qui réside dans la profondeur de ses racines dans le sol mais
aussi I'aspect épineux de ses feuilles et tiges.

C’est pour ces raisons, que nous avons jugé intéressant d’étudier I'effet biologique
de plusieurs extraits en utilisant plusieurs solvants de polarité différente.

Ce travail réalisé au laboratoire « Antibiotiques, Antifongiques : Physico-chimie,
Synthése et Activité Biologique » s'est déroulé en trois grandes parties: Tout d’abord,
nous avons effectué une enquéte ethnobotanique aupres de la population de
Tlemcen. Ensuite, nous avons réalisé une étude phytochimique qui comporte les
tests phytochimiques, le dosage des polyphénols totaux, des flavonoides, et des
tanins. En conclusion, nous avons mis en évidence lactivité antioxydante,

antibactérienne et antifongique et anti-hémolytique des extraits bruts et spécifiques.
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Ce travail est effectué au laboratoire « Antibiotiques, Antifongiques : physico-
chimie, synthése et activité biologique » (LapSab), Faculté SNV/STU. Université
Aboubekr Belkaid Tlemcen.

1. Matériel

1.1. Matériel végétal

Notre travail a porté sur Echinops spinosus, plante vivace appartenant a la famille
des Astéracées. Cette espece végetale est récoltée en mars 2013 dans la région
d’Amieur qui se situe a 18 km du nord-est de Tlemcen (Algérie). La partie aérienne
(tiges et feuilles) et les racines de la plante sont séchées, broyées et conservees
dans des flacons en verre a I'abri de la lumiére et de I'humidité.

1.2. Microorganismes
Pour I'’évaluation de I'activité antimicrobienne, nous avons utilisé trois souches de
levures (Candida albicans) et huit souches de bactéries dont quatre a Gram positif
(+) et quatre & Gram négatif (-) (Tableau N°1). Les souches proviennent toutes du
laboratoire Antibiotigues Antifongiques : physico-chimie, synthése et activité
biologique.

Tableau N°1: Microorganismes utilisées pour I'évaluation de I'activité

antimicrobienne.

Candida albicans ATCC10231
Levures Candida albicans 1P444

Candida albicans ATCC 26790
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Methicillin ~ Resistant Staphylococcus
Bactéries Gram (+) aureus MRSA ATCC 43300

Bacillus cereus ATCC 11778

Bacillus subtilis ATCC 6633

Escherichia coli ATCC 25922

Salmonella typhimurium ATCC13311
Klebsiella pneumoniae ATCC 70603
Enterobacter cloacae ATCC 13047

Bactéries Gram (-)
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1.3. Globules rouges
Le globule rouge représente le modéle universel des cellules animales. Du sang
frais est utilisé pour évaluer I'activité hémolytique.
2. Méthodes
2.1. Etude ethnobotanique
Une enquéte ethnobotanique prospective est réalisée dans la région de Tlemcen
aupres des herboristes, guérisseurs, vendeurs de plantes , artisans teinturiers et
détenteurs du savoir traditionnel.
250 personnes ont été interviewées. Un questionnaire ouvert leur a été soumis
(Annexe 1). Le temps soumis pour chaque interviewé était d’'un quart d’heure. Cette
enquéte nous a permis de collecter des renseignements précis, pour chaque région
de Tlemcen, sur 'emploi et les usages de cette plante.
2.1.1. Zone d’étude
La wilaya de Tlemcen se situe sur le littoral nord-ouest de I'Algérie et dispose
d’une superficie égale a 9017km?. Elle est limitée par :
-La mer méditerranée au nord.
-La wilaya d’Ain T’émouchent a l'est.
-La wilaya de Sidi Bel Abbes au sud- est.
-La wilaya de Nadma au sud et le Maroc a I'ouest.
La population totale de la wilaya de Tlemcen est de 949 135 habitants, soit une
densité de 106,6 habitants par Km2. Cette population se répartie sur 20 Dairas et 53
communes (ANDI, 2013). (figure N°2), (figure N°3).

M. - 5
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Figure N°2: Carte géographique Figure N°3: Carte géographique
Tlemcen d’Algérie
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2.1.2. Description de la zone de récolte
Il s’agit d’'une étude transversale descriptive réalisée dans la région d’Amieur
commune de Chetouane de la wilaya de Tlemcen entre 2013 et 2015.
Les parametres géographiques de cette région sont présentés dans le tableau
N°2.

Tableau N° 2 : Situation géographique de la station de récolte.

Région Latitude Longitude
Amieur 35°2'6.56" -1°14'20.38"

2.2. Etude phytochimique

2.2.1. Préparation des extraits
5g de matiere végétale de chaque partie de la plante (feuilles+ tiges et racines)
sont mises en présence de 100 mL de chaque solvant (Eau, éthanol, éther di-
éthylique). Le mélange est porté a chaud sous reflux et sous agitation continue
pendant 30min. Ensuite, le mélange est filtré et les trois extraits sont soumis
aux tests phytochimiques.

2.2.2. Tests phytochimiques
Les tests phytochimiques sont réalisés a partir des extraits préparés au
préalable afin de caractériser la présence des meétabolites secondaires. Ces
derniers sont basés sur des essais de solubilité, de coloration, de précipitation
en se référant aux techniques décrites par Bruneton (1999), Karumi et coll.,
2004 et Oloyede (2005).

2.2.2.1. Alcaloides (Paris et Moyse, 1969)
Les alcaloides sont caractérisés par les réactifs de Mayer et Wagner. 6mL de
chaque extrait. Le résidu est repris par 5 mL d’HCL 2N.
Dans des tubes a essai contenant 1mL du filtrat, 5 gouttes de réactif de Mayer
sont ajoutées dans le premier tube et 5 gouttes du réactif de Wagner dans le
second. L’apparition d’'un précipité brun ou blanc d'une turbidité indique la
présence des alcaloides.

2.2.2.2. Quinones libres (réaction de Bontrager) [(Dahou et
coll.,2003) ;(Oloyede, 2005)].

Quelgues gouttes de NaOH 0,1 N sont ajoutées a 5mL de chaque extrait. La
présence des quinones libres est confirmée lorsque la phase aqueuse vire au

jaune, rouge ou violet.
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2.2.2.3. Coumarines (Bruneton, 1999).
5mL des trois extraits (extrait étherique, éthanolique et agueux) sont évaporés a
sec et le résidu est repris dans I'’eau chaude. Un volume de cette phase aqueuse
est additionné d’'une solution d'ammoniaque "NH4OH" a 10% et un autre volume
est gardé comme témoin. L’apparition de fluorescence aprés observation sous
UV indique la présence de coumarines.
2.2.2.4. Saponosides (Dohou et coll., 2003).
La détection des saponosides est réalisée en ajoutant 10mL d’eau distillée a
2mL de chaque extrait pour chacune des deux parties (feuilles+ tiges et racines),
puis la solution est agitée pendant 1 minute. La présence des saponosides est
confirmée par 'apparition d’'une mousse qui persiste durant 15min.
= S’il n’y a pas de mousse, le test est dit négatif (-).
= Sila mousse estde 1 cm d’épaisseur, le test est faiblement positif (+).
= Sila mousse est entre 1 et 2 cm, le test est positif (++).
= Sila mousse est supérieur a 2 cm, le test est fortement positif (+++).
2.2.2.5. Tanins (Trease et Evans, 1987)
La présence des tanins est mise en évidence en ajoutanta 1 mL de chaque
extrait, ImL d’eau et 1 a 2 gouttes de solution de FeCls diluée a 1%. L’apparition
d’une coloration verte foncée ou bleue verte indique la présence de tanins.
2.2.2.6. Composeés réducteurs
La détection des sucres réducteurs consiste a traiter 1mL de I'extrait avec 2mL
d’eau distillée et 2mL de liqueur de Fehling (1 mL de la liqueur de Fehling A +
1mL de la ligueur de Fehling B) puis chauffer les tubes au bain marie jusqu’a
ebullition. Un test positif est révélé par la formation d’'un précipité rouge-brique.
2.2.2.7. Amidon (Dohou et coll., 2003)
5mL de la solution a tester sont chauffés avec 10mL d’une solution de NaCl
saturée dans un bain marie jusqu'a ébullition. Le réactif d’amidon est ensuite
ajouté. Un test positif est révélé par 'apparition d’'une coloration bleue violacée.
2.2.2.8. Flavonoides (Ciulel, 1982)
On prend 2mL des trois extraits de chacune des deux parties (feuilles tiges et
racines) et on ajoute quelques gouttes d’HCI 37% et 0,5 g de tournure de
magnésium Mg?*. Si le test est positif, il y’a apparition d’'une couleur rose ou

rouge qui caractérise les flavonoides.
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2.2.3. Dosage des polyphénols, des flavonoides totaux et des tanins
condenseés
2.2.3.1. Préparation de I’extrait pour les dosages
L’extrait eau/méthanol (macération 48 heures et évaporation a sec) est solubilisé
dans le méthanol a une concentration de 10 mg/mL pour le dosage des
flavonoides totaux et a une concentration de 1 mg/mL pour celui des

polyphénols totaux.

2.2.3.2. Dosage des polyphénols totaux [(Vermeris et Nicholson,
2006) ; (Boizot et Charpentier, 2006)].
La méthode est celle utilisant le réactif de Folin Ciocalteu. Ce dernier est
constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique (HzPMo012040). Il est réduit lors de I'oxydation des phénols
en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La coloration
produite dont I'absorption maximum est comprise entre 700 et 760 nm, est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présentes dans les extraits
végétaux.
0,1 mL de I'échantillon est mélangé avec 2 mL d’'une solution de carbonate de
sodium (Na2C0Os3) a 2%. Apres agitation au vortex et repos pendant 5 minutes,
100uL de réactif Folin Ciocalteu a 0,2N sont ensuite additionnés, La lecture est
faite a 700 nm contre un blanc apres 30 minutes d’incubation a température
ambiante.
Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par 100 grammes
de matiére végétale seche (MS). Une courbe d’étalonnage est réalisée en
paralléle dans les mémes conditions expérimentales en utilisant 'acide gallique
comme contrdle positif a des concentrations finales allant de 0,1 a 1 mg/mL.
Les résultats ont été exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique /100 g de

matiére végétale seche mg EAG/100g MS calculé selon la formule suivante :

Quantité de polyphénols = a .f/b

a: Concentration en polyphénols en mg/mL déterminée a partir de la courbe
d’étalon.
f . Facteur de dilution (f=22).
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b : Concentration initiale de I'extrait (1mg/mL).
2.2.3.3. Dosage des flavonoides totaux (Ardestani et Yazdanparast,
2007).
Les flavonoides sont dosés par la méthode colorimétrique au trichlorure
d’aluminium (AICIl3) et la soude (NaOH). Le trichlorure d’aluminium forme un
complexe jaune avec les flavonoides et la soude forme un complexe de couleur
rose qui absorbe dans le visible a 510 nm. Dans un tube a essai nous avons
mélangé 500 uL de I'échantillon & doser avec 2 mL d'eau distillée. Aprés
I’addition de 150 yL d’une solution de nitrite de sodium (NaNO2) a 15 %, nous
avons Laissé le mélange reposer pendant 6 minutes, ensuite nous avons ajouté
150 pL de chlorure d’aluminium (AICl3, 6 H20) & 10% . Apres repos pendant 6
minutes, 2 mL d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4% sont incorporés. Le volume
total est complété a 5 mL avec I'eau distillée.
La lecture est faite a 510 nm contre un blanc apres 15min de repos.
Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions
opératoires en utilisant la catéchine comme contréle positif a des concentrations
finales allant de 0,1 a 0,8 mg/mL
Les résultats sont exprimés en mg équivalent de catéchine par cent grammes de

matiére végétale séche. Selon la formule suivante :

Quantité de flavonoides =a.f/b

a: Concentration des flavonoides en mg/mL déterminée a partir de la courbe
d’étalonnge.

f . Facteur de dilution (f=10)

b : Concentration initiale de I'extrait (10mg/mL).

2.2.3.4. Dosage des tanins condensés (Sun et coll., 1998).

En présence d’acide sulfurique, les tanins condensés se dépolymérisent et, par
réaction avec la vanilline, se transforment en anthocyanidols de couleur rouge,
mesurables par spectrophotométrie a 500 nm. Une prise de 50 pL d’extrait
convenablement dilué est ajoutée a 3 mL de vaniline a 4% et 1.5 mL d’acide
sulfurique concentré (H2SOa4). Aprés homogénéisation, le meélange est mis en
incubation a température ambiante pendant 15 minutes. L’absorbance de cette

préparation est mesurée a 500 nm.
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Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions
opératoires en utilisant la catéchine a des concentrations de 0 a 400 ug.mL™. Les
teneurs en tanins condensés sont exprimées en milligramme équivalent catéchine par
cent grammes de la matiere végétale séche (mg EC/100g MS).

2.2.4. Préparation des extraits végétaux (Upson et coll., 2000)

2.2.4.1. Préparation des extraits bruts
L’extrait hydro-méthanolique est préparé par dissolution de 1g de matiére végétale
dans 10 mL de solvant. Aprés 5min de chauffage, une macération de 24h sous
agitation continue a température ambiante est réalisée, le mélange est filtré, avec
renouvellement du solvant tous les 24h. L’opération est répétée trois fois. Les fractions
sont regroupées et évaporées a sec.
2.2.4.2. Extraction des flavonoides (Upson et coll.,2000)

5 g de poudre végétale (partie aérienne ou racines) d’E. spinosus sont mis en
contact avec 50 mL de méthanol aqueux a 70%. Le mélange est chauffé a 70°C
pendant 5 minutes. Aprés macération pendant 48 heures en renouvelant le solvant et
filtration sur papier filtre, le filtrat est évaporé sous vide en utilisant un Rotavapeur
type -bouché R-200.
Les résidus secs obtenus sont traités par I'eau bouillante pour dissoudre les
flavonoides. La phase aqueuse est filtrée et extraite dans un premier temps deux fois
par l'acétate d’éthyle (v/v) dans une ampoule a décanter. Nous récupérons la phase
acétate d’éthyle qui est évaporée a sec (extrait acétate d’éthyle). La phase aqueuse
issue de I'extraction avec I'acétate d’éthyle est traitée deux fois avec le n-buthanol et
on récupére ainsi la phase n-buthanol qui est évaporée a sec (extrait n-buthanol).

2.2.4.3. Extraction des tanins (Zhang et collaborateurs, 2008)
2,59 de broyats de la matiére végétale sont extraits par 50 mL du mélange
acétone/eau (35/15) pendant 72 heures. La solution obtenue est filtrée et évaporée a
40°C au Rotavapeur type -bouché R-200 pour éliminer I'acétone et la phase aqueuse
est lavée par le dichlorométhane afin d’éliminer les pigments et les lipides. Apres
élimination de la phase organique, la phase aqueuse est traitée trois fois avec
l'acétate d’éthyle (v/v), les trois phases organiques obtenues sont réunies et
évaporées a sec a 40°C au Rotavapeur. La phase aqueuse restante est traitée trois
fois par le n-buthanol. Les phases n-buthanol sont évaporées a sec afin de récupérer

I'extrait sous forme de poudre.
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2.2.4.4. Rendement en extraits
Afin de déterminer le rendement en extraits secs, nous avons calculé le rapport entre
le poids de I'extrait sec en gramme et le poids du matériel végétal en gramme selon

la formule suivante :

Rendement%=m0/m1 *100

2.3. Activités biologiques

2.3.1. Evaluation de P’activité antioxydante

2.3.1.1. Méthode de réduction du fer : FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) (Karagozler et coll., 2008).

> Principe

Le pouvoir réducteur d’'un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Cette
technique a été développée pour mesurer la capacité des extraits testés a
réduire le fer ferriqgue (Fe3*) présent dans le complexe KzFe(CN)s en fer ferreux
(Fe?*). En effet, le Fe3* participe a la formation du radical hydroxyle par la
réaction de Fenton. L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée a 700
nm.
Une augmentation de I'absorbance correspond a une augmentation du pouvoir
réducteur des extraits testés (Hubert, 2006).

» Mode opératoire
Un millilitre de différentes concentrations de chaque extrait (0.5, 0.75, 1, 1.5, 2,
2.5, 3 mg/mL) dilué dans l'eau distillée est mélangé avec 2,5 mL de la solution
tampon phosphate (0,2 M a pH 6,6) et 2,5 mL de ferricyanure de potassium
(KsFe(CN)s) a 1%. Les mélanges sont incubés a 50°C pendant 20 minutes puis
refroidis a température ambiante. Apres, 2.5 mL de I'acide trichloracétique (10%)
sont additionnés.
Le tout est centrifugé a 3000 tours pendant 10 min. Aprés 2,5 mL du surnageant
de chaque concentration sont mélangés avec 2,5 mL d’eau distillée et 0,5 mL
FeCls (Chlorure de fer) (0,1%).
L’acide ascorbique est utilisé comme contrble positif dans cette expérience aux

mémes concentrations choisies et dans les mémes conditions expérimentales.
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La lecture des absorbances se fait contre un blanc a 700 nm a l'aide d’un
spectrophotometre.
Pour explorer les résultats obtenus, la maniere la plus commune utilisée par la
majorité des auteurs est de tracer les graphes des absorbances obtenues en
fonction des différentes concentrations utilisées pour les différentes fractions
des deux parties de la plante étudiée. L’augmentation de [I'absorbance
correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des fractions testées.
2.3.2. Méthode de piégeage du radical libre DPPH* (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl) (Sanchez-Moreno et coll., 2002).
2.3.2.1.Principe
Le DPPH- (2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur
violacée qui absorbe a 517nm. En présence de composés anti-radicalaires, le
radical DPPH- est réduit et change de couleur en virant au jaune. Les
absorbances mesurées a 517 nm servent a calculer le pourcentage d’inhibition
du radical DPPH, qui est proportionnel au pouvoir antiradicalaire de I'échantillon
(Figure N°4) (Parejo et coll., 2002).

@\wf@ + Antioxydant-QH O\N ,@ + Antioxydant-O*
N NH

L

ON ~Z | NG, ON AN,
™" = I
Violet Jaune

Figure N°4 : Réaction d’un donneur d’hydrogéne (antioxydant) avec le radical
DPPH®* (Parejo et coll., 2002)
2.3.2.2. Mode opératoire
Un volume de 50 uL de différentes concentrations de chaque extrait est ajouté a
1950 pL de la solution méthanoligue du DPPH (0,0025 g/L) fraichement
préparée. Pour chaque concentration un blanc est préparé. En ce qui concerne

le blanc réactif, ce dernier est préparé en parallele en mélangeant 50 uL du
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méthanol avec 1950 pL d’une solution méthanolique de DPPH. Le méthanol est
utilisé comme control négatif.

Apres incubation a I'obscurité pendant 30 minutes et a température ambiante la
lecture des absorbances est effectuée a 515 nm a [laide d'un

spectrophotometre.

2.3.2.3. Calcul des pourcentages d’inhibition

Nous calculons ainsi les pourcentages d’inhibition par la formule suivante :

| %= ((Ac-At)/Ac)*100

Ac : absorbance du controdle.
At : absorbance du test effectue.
2.3.2.4. Calcul des concentrations inhibitrices (ICso) :
La concentration inhibitrice de 50 % ou ICso (aussi appelée ECso pour Efficient
concentration 50), est la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour
réduire 50% de radical DPPH. Les ICso sont calculées graphiquement par les
régressions logarithmiques des graphes tracés : pourcentages d’inhibition en
fonction de différentes concentrations des fractions testées déterminées par le
logiciel ORIGIN 50.
2.4. Evaluation de P’activité antimicrobienne des extraits

L’étude de l'activité antimicrobienne vis-a-vis des souches de références est réalisée
par des techniques différentes et complémentaires qui sont: la technique de
diffusion sur milieu solide en utilisant la méthode des disques et la méthode de
diffusion sur milieu liquide en déterminant les concentrations minimales inhibitrices
(CMI).

Nous avons testé l'activité des extraits a différentes concentrations sur un panel de
microorganismes (bactéries, levures). Le principe consiste a imbiber le disque avec
10 a 15puL d’extrait.

Les souches sont revifiées dans le sabouraud liquide pour les levures et dans le
bouillon nutritif pour les bactéries pendant 24h a une température égale a 35 + 2°C.
La gentamycine et L ‘amphotéricine B respectivement, sont utilisés comme

antibiotique et antifongique de référence.
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2.4.1.Préparation des disques
Nous avons utilisé le papier Wattman N°3 coupé en disques de 6 mm de diamétre.
Ces derniers doivent avoir un contour régulier pour donner une zone d’inhibition
facile @ mesurer. Les disques, une fois préparés, sont placés dans un tube a vice et

autoclavés pendant 20 minutes a 120° C.

2.4.2. Evaluation de I'activité antibactérienne

2.4.2.1.Technique de diffusion sur gélose (méthode de disques) (CLSI,
2009).
C’est la technique de base utilisée pour étudier la capacité d’'une substance a
exercer un effet antimicrobien, elle est aussi appelée : la technique de dilution en
gélose pour la détermination des extraits actifs. Des boites de Pétri contenant du
Mueller Hinton agar sont ensemencées aseptiquement par une suspension de 108
cellules/mL, qui provient d’une culture jeune de bactéries. L’ensemencement est fait
par écouvillonnage. Apres séchage des boites, ces dernieres sont incubés dans une
étuve a 37°C pendant 24h. La turbidité est ajustée a 0.5 McFarland.
L ‘absorbance est comprise entre 0.08 et 0.1 a une longueur d’onde égale a 625nm.
L’action inhibitrice se manifeste par la formation d’'une auréole autour des disques.
La lecture des résultats s’effectue par mesure des diamétres des zones d’inhibitions
en millimétres (mm).
Les zones doivent étre uniformément circulaires (Richard et coll., 2007). Selon
Moreira et ses collaborateurs en 2005, les seuils de sensibilités exprimés en zones
d’inhibition sont comme suit :
-Diametre inférieur & 8 mm : résistante.
-Diametre entre 9 et 14 mm : sensible.
-Diamétre entre 15 et 19 mm : trés sensible.
-Diametre supérieur a 20 mm : extrémement sensible.

2.4.2.2. Méthode de détermination des Concentrations Minimales

Inhibitrice (CMI) sur milieu liquide
Nous avons utilisé la technique décrite en 2003 par la méthode de CLSI (NCCLS,
2003). Cette derniere donne des résultats rapides, reproductibles et économiques.
C’est la méthode de référence qui permet de tester I'efficacité des antibactériens et

des antifongiques et de déterminer les CMI correspondantes. Cette derniére est la
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plus petite quantité d'extrait ou d’antibiotique (ATB) capable d'inhiber une croissance
visible a I'ceil nu.

A partir d’'une culture jeune sur gélose nutritive pour les bactéries, nous avons
prélevé quelgues colonies que nous avons suspendues dans 5mL de l'eau
physiologique. L'inoculum est ajusté a 108 cellules/mL (une DO de 0,08 a 0,1) par
lecture de la densité optique a une longueur d’onde de 625 nm.

Aprés l'ajustement de linoculum, une série de dilutions est faite ; La premiere
consiste a prélever 15uL de I'inoculum a 108 cellules/mL et de le compléter jusqu'a
3mL avec Muller Hinton liquide soit une dilution au 1/200, la deuxieme dilution est
faite dans le puit au 1/10 pour avoir une concentration finale de 5.10% cellules/mL
dans le puit. Les concentrations d’extraits sont consignés dans le tableau N°3.

Tableau N°3 : Concentrations d’extraits des deux parties de la plante E.spinosus

Extraits Concentrations en mg/mL
Partie aérienne Racines

Sous reflux aqueux 600 600
Eau/méthanol 2400 1100
Eau/acétone 2400 750
Flavonoides : Fraction 3250 624
acétate d’éthyle

Flavonoides : Fraction n- 2000 6000
buthanol

Tanins: Fraction acétate 1040 2000
d’éthyle

Tanins :Fraction n-buthanol 2000 5000

2.4.3. Evaluation de I’activité antifongique des extraits (CLSI, 2009)

2.4.3.1. Technique de diffusion sur gélose (méthode des disques)
Les boites de pétri contenant la gélose sont ensemencés par un inoculum de 106

cellules/mL. Le milieu de culture utilisé est Muller Hinton Agar supplémenté de 2% de
glucose et de 0,5ug de bleu de méthylene. Le protocole expérimental est identique a
celui utilisé pour les bactéries. Les seuils de sensibilité sont identiques a ceux utilisés

pour les bactéries.
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2.4.3.2. Technique de microdilution sur milieu liguide (Détermination des
Concentrations Minimales Inhibitrices CMI) (Sokmen et coll., 2004)
A partir d’'une culture jeune sur gélose Sabouraud, nous avons prélevé quelques
colonies que nous avons suspendues dans 5mL de I'eau physiologique. L’inoculum
équivalent a 0,5 McFarland est préparé et ajusté a 10° cellules/mL I'absorbance est
de l'ordre de 0,12 a 0,15 a une longueur d’'onde de 530nm.
Les puits des microplaques contenant le bouillon Roswell Park Memorial Institut
(RPMI-1640) (Sigma) additionné de 0,165M d’acide morpholinepropanesulfonique
(MOPS) et différentes concentrations d’extraits dans le DMSO a 2% sont ajoutés a
un inoculum de 108 cellules/mL. Les microplaques sont placées dans une étuve a
37°C a 24heures. La lecture est faite a 530nm, a I'ceil nu sachant que la CMI est la
plus faible concentration de la substance testée pour laquelle aucun trouble visuel
n’est observé. L‘'amphotéricine B est utilisé comme antifongique de référence a une
concentration de 0,5ug/mL.

2.5. Evaluation de I’activité hémolytique (Lee, 2002)

2.5.1. Préparation de PBS (Phosphate Buffered Saline)

Nous avons préparé une solution tampon phosphate saline (PBS) a pH = 7,4 + 0,02
par l'utilisation des composés suivants avec les concentrations qui correspondent :
NaCl (137mM), KCI (2,7mM), NazHPO4 (8mM), KH2PO4 (2mM) (Mohan, 2006).

2.5.2. Préparation de la suspension érythrocytaire (Lee, 2002)
Du sang fraichement prélevé sur tube sec est centrifugé a 4000 tours/min pendant
5min a l'aide d’une centrifugeuse. Aprés élimination du surnageant, le culot est lavé
deux fois avec une solution de lavage glacée MgClz, NaCl (2mM, 150mM) puis
resuspendu a nouveau dans le tampon phosphate de solution salée PBS (10mM,
pH=7,4).

2.5.3. Mesure de la fuite de I’lhémoglobine (Lee, 2002)
Les globules rouges sont suspendus dans le tampon phosphate salé (PBS) 10mM,
pH =7,4.
La suspension érythrocytaire a 2% est incubée (dans un incubateur de paillasse
type Orbital Shaker, Thermo Forma) a 37°C pendant 120min avec différentes
concentrations d’extraits selon leurs ICso. Des prélevements de 0.5mL sont réalisés
pour étre resuspendus dans 2,5mL d’une solution de lavage glacée MgCl2, NaCl
(2mM, 150mM) en suivant le temps (Omin, 5min, 10min, 20min, 40min, 60min,
90min, 120min). Les tubes sont centrifugés a 4000 tours/min pendant 5min.
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Le surnageant est utilisé pour suivre la fuite de I'hémoglobine intracellulaire par
mesure de l'absorbance a une longueur d'onde de 548nm a laide d'un
spectrophotometre UV/VIS.

Pour le contrdle positif, 'hnémolyse totale est obtenue par la mise en suspension des
globules rouges avec l'eau distillée. Le tampon seul est utilisé comme contrble
négatif. Pour chaque échantillon, le pourcentage de l'activité hémolytique maximale

est déterminé par I'équation suivante :

Taux d’hémolyse= 100. DO en présence de I’eau distillée - DO en présence

d’extrait/DO en présence de I’eau distillée.

3. Analyse statistique
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD. La différence
entre les différents tests et les corrélations sont déterminées par le test dANOVA
univarié, et la détermination des taux de signification en utilisant Excel 2010 et le
logiciel IBM SPSS 19. Les valeurs de p <0.05 sont considérées significatives.
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Troisieme partie : Résultats et Discussion

L’objectif de notre étude est la valorisation des plantes locales dotées de propriétés
biologiques intéressantes. Le choix de notre plante n’est pas basé sur un seuil au
hasard, mais il est circonscrit selon divers critéres fiables.
Le manque de travaux sur Echinops spinosus dans le domaine thérapeutique d’une
part et son utilisation fréequente en médecine traditionnelle d’autre part, nous ont
suscité a faire une enquéte ethnobotanique aupres de la population de Tlemcen, de
I'étudier du point de vue chimique et biologique afin de savoir les constituants
responsables de son potentiel thérapeutique.
1. Enquéte ethnobotanique

L’enquéte ethnobotanique effectuée sur 250 enquétés a montré que la fréquence
d’utilisation de cette plante est de 28,4% ce qui prouve I'ignorance de I'importance de
cette espéce végétale surtout par la tranche d’age de 18 a 30 ans.
L’étude ethnobotanique a été menée dans la wilaya de Tlemcen entre 2013 et 2015.
Nous nous sommes fixée comme objectif I'évaluation du potentiel de la région en
plantes médicinales utilisées spécifiguement dans le traitement de plusieurs
maladies et surtout pour valoriser les plantes poussant spontanément dans la région.
Le questionnaire utilisé comporte deux parties, la premiére concerne I'informateur et
la deuxiéme la plante utlisée, son mode d’emploi ainsi que son utilisation
thérapeutiqgue (ANNEXE 1).

1.1. Connaissance sur la plante
L’enquéte a ciblé 250 personnes de la population locale de Tlemcen (village et
centre-ville) dont 28,4% ont déja utilisé la plante, 25,4% entendent parler
seulement et un grand pourcentage n’a jamais entendu parler (47,2%) c'est-a-dire
qgu’il a recours a la médecine moderne ou utilisent d’autres plantes .

1.2. Tranche d’age
L’utilisation de la plante E. spinosus dans la région de Tlemcen est répandue chez
toutes les tranches d’age, avec une prédominance chez les personnes agées qui
dépassent les 50 ans (47%), suivie de la tranche entre 30 et 50 ans avec un
pourcentage de 39 %. Cependant, pour la tranche d’age de 18 a 30 ans, on note un
taux de 14%(figure N°5).
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m entre 18 et 30ans
m entre 30 et 50ans

m>50ans

Figure N°5: Répartition de la fréquence d’utilisation d’Echinops spinosus par
tranche d’age.

1.3. Sexe d’appartenance
Dans la région de Tlemcen les femmes et les hommes s’intéressent a la
phytothérapie, cependant il y ‘a une prédominance chez les femmes qui s’intéressent
beaucoup au traitement a base de plantes avec un pourcentage de 86%, tandis que
les hommes ne dépassent pas 14%.
Ces résultats sont conformes aux résultats obtenus par divers auteurs [(Azzi et coll.,
2012) ; (Bentabet et coll., 2014) ; (Jdaidi et coll., 2016)].

1.4. Niveau d’études
D’aprés I'enquéte, il ressort que la grande majorité des usagers de plantes sont non
scolarisés avec un pourcentage de 45 % des gens qui ont déja utilisé cette plante,
cependant les personnes ayant le niveau de I'école primaire ont un pourcentage
d’utilisation non négligeable 28 %, viennent ensuite les universitaires avec un
pourcentage de 10%, alors que celles ayant le niveau moyen et secondaire utilisent
peu les plantes médicinales (9 %) et (8%) respectivement.

1.5. Domaine d’indication thérapeutique
L’enquéte ethnobotanique nous a permis de répertorier un certain nombre de
maladies traitées par cette plante. Les résultats obtenus dans la ville de Tlemcen
sont regroupés sur la figure N°6.
Nous remarquons que les racines d’Echinops spinosus sont utilisées avec des
fréquences de 31,03% pour I'évacuation du placenta aprés I'accouchement, 28,74 %

pour soulager les douleurs du cycle menstruel. Elles sont utilisées aussi en cas de
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grossesse arrétée (10,34%) et pour les candidoses buccales et vaginales (9,2%).
Son utilisation pour le traitement des infections urinaires et pour dissoudre les kystes
utérins est moins fréquente avec 4,6 et 3,45% respectivement. Les enquétés
témoignent que cette plante est utilisée pour traiter I'hypoglycémie, l'inflammation,
I'hypotension, I'eczéma, les douleurs abdominales avec une fréquence qui ne
dépasse pas 1,15%. Dans la littérature la plante est utilisée pour évacuer le placenta,
pour le traitement des verrues, pour le traitement des douleurs stomacales,
I'amélioration du systéme circulatoire, le traitement des douleurs stomacales,le
traitement des affections hémorroidaires [(Boullard et coll.,2001),(Allaocui et
coll.,2002)].
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Figure N°6 : Répartition des différentes utilisations de la plante Echinops

spinosus.

1.6. Parties utilisées
Sur 'ensemble des enquétés, seulement 32% ont répondu positivement sur les

parties utilisées de la plante Echinops spinosus. Dans la région de Tlemcen, les

30




Troisieme partie : Résultats et Discussion

racines d’Echinops spinosus sont les plus utilisées avec un pourcentage de 74%,
suivis des feuilles-tiges avec une fréquence qui ne dépasse pas 21%.
Seulement, 5% de la population indique que les deux parties de cette plante sont

utilisées .

1.7. Mode de préparation

Les résultats relatifs au mode de préparation d’Echinops spinosus indiquent que
la décoction constitue le mode de préparation le plus fréquent soit 17,6 %, elle
est suivie par la préparation en infusion 8,8%, les autres préparations (macération,
poudre) ne dépassent pas 1,2% pour I'ensemble des enquétés.Pour le reste de la
population 72 ,4%,ils n’ont pas répondu sur le mode de préparation de cette
plante.
Les résultats obtenus montrent que les femmes en général et en particulier les
analphabetes s’intéressent beaucoup plus a la phytothérapie que les hommes, ce qui
est confirmé par plusieurs chercheurs [(Benkhnigue, 2011) ; (El Hilah F. et coll.,
2015), cela peut étre d0 au fait que la transmission des recettes a base de plantes
est faite de meéres aux filles.

E. spinosus est utilisée pour évacuer le placenta chez les femmes aprés
I'accouchement ainsi que pour éviter le blocage du cycle menstruel.
Les candidoses, les douleurs et les infections sont aussi traitées par cette plante qui
touchent plus les femmes que les hommes.
C’est la partie racine qui est la plus utilisée en décoction et en infusion cela peut étre
dd au fait que la décoction permet de recuelllir le plus de principes actifs et atténue
ou annule 'effet toxique de certaines recettes.

1.8. L’Analyse statistique
Le traitement statistique des données est réalisé a l'aide du logiciel SPSS 21 en
utilisant le test ANOVA a un seul facteur. L’intérét de cette analyse consiste a mettre
en valeur nos résultats.

La comparaison des moyennes a été effectuée au seuil de 5% (la différence est
significative pour une valeur de p<0,05).
Dans la présente étude, nous remarquons que la valeur P est égale a 0.062, cela
explique qu'’il N’y a pas une différence significative entre I'age et la connaissance de
la plante c’est-a-dire que la connaissance de la plante dépend de la fréquence d’age

ce qui explique l'utilisation de cette plante par les personnes agées (figure N°7).

31



Troisieme partie : Résultats et Discussion

L’analyse statistique effectuée nous a montré qu’il existe une forte relation tres
significative entre I'adge, le sexe et la connaissance de la plante (P=0,006"*).
Nous remarquons que la plupart des répondants sont des femmes qui ont déja utilisé
la plante avec une fréquence d’age qui varie entre 20 et 80 ans, une autre tranche de
population entend parler seulement de la plante mais ne connait pas son utilité
exacte. Cependant, la plus grande tranche de la population qui touche les deux
sexes avec un effectif plus élevé n’a jamais entendu parler de cette plante.

Cette tranche représente beaucoup plus les jeunes que les adultes (figure N°8).
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2. Criblage phytochimique
L’étude phytochimique constitue la premiere étape dans la recherche des molécules
a activité thérapeutique. Elle est utilisée essentiellement pour détecter les différentes
classes de composés chimiques existants dans la plante.

2.1. Tests phytochimiques
Les résultats des tests phytochimiques effectués sur I'extrait aqueux, I'extrait
éthanolique et I'extrait d’éther di-éthylique de la partie aérienne et des racines de la
plante Echinops spinosus sont présentés dans le Tableau N°4.
Tableau N°4: Caractérisation des groupes chimiques dans les extraits

d’Echinops spinosus.

Feuilles et tiges Racines
Groupes Extrait Extrait Extrait Extrait | Extrait Extrait
chimiques aqueux éthanolique | éthérique | aqueux | éthanolique | éthérique
Tanins catéchiques +++ ++ ++ +++ + -
Sucres réducteurs +++ + - +++ + -
Flavonoides ++ ++ - ++ - -
Quinones ++ ++ - ++ + -
Alcaloides ++ ++ - + + -
Amidon + + - + - -
Saponosides - - - - - -
Coumarines - + - - - -

Réaction trés positive +++

Réaction moyennement positive + +
Réaction positive +

Réaction négative -

Nous remarguons que les tanins et les sucres réducteurs sont présents dans I'extrait
agueux des deux parties de la plante par rapport aux deux autres extraits. Les
flavonoides et les quinones sont également présents dans I'extrait aqueux des deux
parties de la plante et dans I'extrait éthanolique de la partie aérienne seulement. Les
alcaloides sont retrouvés dans la partie aérienne. En revanche, les saponosides sont
absents dans les trois extraits testés.

Nos résultats sont en accord avec les travaux effectués par Alilou et ses
collaborateurs en 2014 qui montrent que le criblage phytochimique des feuilles et
des fleurs de la plante Asteriscus graveolens subsp odorus appartenant a la famille

des astéracées effectué pour la premiere fois, a révélé la présence des alcaloides,
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des flavonoides, des tanins catéchiques, des terpénes, des coumarines et une
absence totale des saponines dans les feuilles et les racines.
Il est important de souligner que la méthode utilisée (le choix des solvants), ainsi que
les conditions dans lesquelles I'extraction est effectuée (a chaud ou a froid), affectent
le contenu total en phénols et flavonoides, et par conséquent affecte les activités
biologiques médiées par ces métabolites secondaires (Lee, 2003).

2.2. Rendements en extraits
Les extractions effectuées lors de cette étude nous ont permis de calculer le
rendement de chaque extrait en utilisant des méthodes d’extractions solide/liquide et
liquide /liquide par des solvants spécifiques pour chaque extrait. La quasi-totalité des
extraits obtenus avaient un aspect pateux et parfois en poudre cristallisée, de
couleur verte ou marron.
Le tableau N°5 représente les résultats des rendements en extraits calculés a partir
des feuilles,des tiges et des racines d’Echinops spinosus.

Tableau N° 5: Rendement en extraits de la plante Echinops spinosus.

Extrait en
Extraits gramme Rendement % Couleur Aspect
(9)
Sous reflux 4 20 Marron Poudre
agueux clair cristallisée
Eau/méthanol 6,088 15,22 Vert Pateux
noiratre
° Eau/acétone 4,36 21,8 Vert foncé Pateux
o £ Flavonoides 5,1796 12,93 Marron Pateux
=9 Acétate d’éthyle verdatre
g2 Tanins 0,5726 1,43 Noir Poudre
Acétate d’éthyle verdatre
n-buthanol 0,8345 4,17 Marron Pateux
flavonoides orangé
n-buthanol 0,5542 1,38 Marron Pateux
tanins orangé
Sous reflux 2,4 12 Marron Poudre
agueux foncé Cristallisée
Eau/méthanol 2,515 6,2875 Marron Pateux
foncé
Eau/acétone 4,8 24 Marron Pateux
@ rougeatre
S Acétate d’éthyle 0,3342 1 Marron Poudre
3 flavonoides foncé cristalline
colle matée
Acétate d’éthyle 0,4148 1,037 Noir Poudre
tanins
n-buthanol 1,3732 3,43 Marron Pateux
flavonoides orangé
n-buthanol 0,4232 1,058 Marron Granuleux
tanins foncé dans une
pate
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Nous constatons que le rendement est plus important dans les extraits bruts que
dans les extraits spécifiques.
L’extrait hydro-acétonique donne le rendement le plus élevé avec un pourcentage
de 24% et 21,8 %pour les racines et la partie aérienne respectivement.
L’extrait aqueux quant a lui présente un pourcentage intéressant de 20% suivie de
I'extrait hydro-méthanolique de la partie aérienne (15,22%), puis de I'extrait aqueux
des racines avec un pourcentage de 12%. L’extrait hydro-méthanolique de la méme
partie ne dépasse pas 6,28%.
Cela peut étre expliqué par la forte polarité de 'eau et du méthanol d’'une part, et la
polarité moyenne de l'acétone qui permet d’extraire un maximum de composés
polaires et moyennement polaires.
Le choix du mélange de solvants pour les extraits bruts est basé sur les résultats de
plusieurs travaux antérieurs qui ont montré que I'acétone a 70% dans I'eau donne un
meilleur rendement que 'eau ou le méthanol a 80%, par conséquent, en pénétrant
plus profondément dans la matrice végétale, le solvant peut entrer au contact avec
une quantité plus grande du soluté, favorisant ainsi I'extraction [(Seigler et coll.,
1986) ; (Robards et Antolovich, 1997) ; (Trabelsi et coll., 2010) ; (Penchev et
coll., 2010) ; (Mussatto et coll., 2011)].
Concernant les extraits spécifiques, la teneur la plus élevée est celle de la fraction
aceétate d’éthyle de la partie aérienne des flavonoides (12,23%), suivie de I'extrait n-
buthanol des flavonoides de la partie aérienne (4,17%). En effet, les autres fractions
représentent des rendements faibles ne dépassant pas les 4%.
Pour ce qui est de I'aspect et la couleur des extraits, nous remarquons que la quasi-
totalité des extraits obtenus présentent généralement un aspect pateux et parfois en
poudre cristallisée, de couleur verte ou marron.
Toutefois, il est difficile de comparer nos résultats avec ceux de la littérature, car le
rendement semble étre lié a la durée du stockage, a la période de la récolte et aussi
aux méthodes d’extraction appliquées, et aux conditions dans lesquelles I'extraction
a été effectuée .

3. Dosage des polyphénols totaux, flavonoides et tanins
Les deux parties de la plante E. spinosus ont été analysées quantitativement a I'aide
d’'un spectrophotometre UV/Visible pour leur contenu en polyphénols, en flavonoides

et en tanins condensés.
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Les résultats obtenus dans le tableau N°6 sont calculés a partir des courbes
d’étalonnages (Figures N°9, N°10, N°13).

3.1. Dosage des polyphénols
Le dosage effectué sur I'extrait aqueux et hydro-méthanolique a montré que I'extrait
agueux des racines présente la teneur en polyphénols totaux la plus élevée soit 852
+ 0,01mg EAG/100g de MS, alors que la partie aérienne estimée a 36,1+ 0,001mg
EAG/100g de MS .
Les travaux de recherche effectués sur le dosage des polyphénols totaux montrent
gu’ Ageratum conyzoides appartenant a la famille des astéracées est riche en
polyphénols (Kabran Guy Roger Mida, 2012), ainsi les études menées sur
Artemisia herba alba montrent que la teneur en polyphénols est de 25,34+0,69 mg
EAG/mL d’extrait (Boudjelal, 2013).
Nos résultats sont supérieurs a ceux de Bakchiche et ses collaborateurs en 2014,
qui rapportent qu’Artemisia campestris présente une teneur en polyphénols totaux
égale a 53.84+4,59 mg EAG /100g MS.
La quantité des composés phénoliques des extraits de plantes varie d’'une plante a
I'autre, cela est probablement di a la localisation géographique, la saison de récolte,
les conditions climatiques et environnementales, la maturité de la plante (Park et

coll., 2002) et la durée de conservation (Ozgiiven et coll., 1998).
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Figure N°9: Courbe d’étalonnage pour le dosage des phénols totaux
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Figure N°10 : Teneur en polyphénols des deux parties de la plante Echinops
spinosus.

3.2. Dosage des flavonoides
La détermination de la teneur en flavonoides des deux parties de la plante est
effectuée au moyen d’'un dosage spectro-photométrique des extraits bruts des
composés phénoliques (Tableau N°6),(figure N°11)
Les résultats obtenus sont reportés dans la figure N°12.
Nous remarquons que la partie aérienne comporte la quantité la plus élevée a partir
de l'extrait hydro-méthanolique soit 128,5+ 0,02mg EAG/100g de MS ,des racines
13,37+ 0,003 mg EAG/100g de MS.
Les travaux menés sur la teneur en flavonoides montrent que la plante
Sphaeranthus amaranthoides appartenant a la famille des astéracées présente une
teneur égale a 96,43 mg EC/G de MS (Gayathri et et coll., 2015).
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Figure N°11 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides.
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Figure N° 12 : Teneur en flavonoides des deux parties de la plante Echinops

spinosus.
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3.3. Dosage des tanins
Les résultats relatifs au dosage des tanins sont consignés dans le Tableau N°6 et la
figure N°13.
En vertu de la figure N°13 et figure N°14 nous remarquons que la partie aérienne
possede la valeur la plus élevée soit 1910 + 0,04 mg EAG/100g de MS suivie de
celle des racines avec une valeur de 704,34 + 0,002 mg EAG/100g de MS a partir
de I'extrait aqueux, cependant I'extrait hydro-méthanolique a révélé une faible teneur
en tanins. En tenant compte de la polarité des extraits, il apparait que la teneur en
tanins dans Echinops spinosus augmente avec la polarité de I'extrait sans pour
autant négliger la polarité du solvant utilisé.
Nos résultats concordent avec les travaux de recherche de Djemai et ses
collaborateurs qui ont montré que I'extrait aqueux est plus riche en tanins par
rapport a I'extrait hydro-méthanolique et que la haute teneur de ces molécules est
dans les extraits les plus polaires (Djemai zoughlache et coll., 2009).
Nos résultats sont supérieurs a ceux trouvés par Rajeev et ses collaborateurs en
2012 qui montrent qu’ Artemisia absinthium a une teneur en tanins a partir de
I'extrait aqueux estimé a 30,44 + 1,08mg / EAG / g d'extrait (Rajeev et coll., 2012).
Il est important de noter qu’une fois les tanins sont appliqués sur les muqueuses et la
peau, il se produit une sorte de tannage, il s’y ajoute une action vasoconstrictrice sur
les petits vaisseaux, ce qui compléete cette activité. Cette propriété explique leur
emploi dans le traitement des hémorroides et les blessures superficielles. Les tanins
oligomeres flavanoliques ont une activité anti-élastase, ceci entraine une diminution
de la libération des peptides vaso-actifs et une diminution par conséquent de la
libération des prostaglandines inductrices de I'élastase et d’autres protéases.
lls diminuent le taux de cholestérol et préviendraient I'athéromatose, ils ont ainsi des

propriétés anti-diarrhéiques en diminuant la perméabilité de la muqueuse intestinale.
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Figure N°13 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des tanins.
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Figure N° 14: Teneur en tanins des deux parties de la plante Echinops spinosus.
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Tableau N° 6 : Dosage des polyphénols totaux, flavonoides et tanins de la
plante E. spinosus.

n=3 Extrait aqueux Extrait hydro-méthanolique
Partie racines Partie Racines
aérienne Aérienne
Polyphénols
totaux 12,5+0,05 852+0,01 36,1+ 0,001 16,1+0,0005
mg
EAG/100
g de MS
Flavonoides
mg 22+0,03 25,2+0,1 128,5+ 0,02 13,37+0,003
EC/100g
de MS
Tanins
mg 1910+ 0,04 704,34 + 0,002 296+ 0,1 57,740,001
EC/100g
de MS

Dans les infections pulmonaires, les tanins agissent grace a une action inhibitrice
sur la croissance des bactéries, des champignons et des virus (Solim igor, 2002).
L’analyse statistique des données de [I'extrait aqueux et [Iextrait hydro-
méthanoligue montre qu’il existe une parfaite corrélation entre la teneur en
polyphénols totaux et les tanins, qui est inversement proportionnelle a la quantité des
polyphénols (R =-1). Ce résultat est trés significatif (p = 0,01**) (figure N°15).

Pour les flavonoides, nous notons que la teneur en flavonoides est proportionnelle a
la teneur en polyphénols, cette corrélation est tres significative (R=1, p=0,01**)
(figure N°16).

Concernant l'extrait hydro-méthanolique, la teneur en polyphénols totaux est
proportionnelle a la teneur en tanins et en flavonoides avec une parfaite corrélation
qui est fortement significative (R=1, p<0,001***) (figure N°17, figure N°18).

La corrélation est croissante ceci explique que la teneur en tanins et en flavonoides
augmente en fonction de l'augmentation de la teneur en polyphénols totaux.
L’analyse des coefficients de corrélations nous indique que l'activité dépend d’abord

des tanins puis des flavonoides et enfin des polyphénols totaux.

41



Troisieme partie : Résultats et Discussion

Moyenne de Polyphenols

1000,00—

200,00

500,00

400,00

Moyenne de polyphenols

200,00

00—

T T
22,00 25,20

Flavonoides

Figure N° 15 : Corrélation entre la teneur en polyphénols et les flavonoides.
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Figure N°16: Corrélation la teneur en polyphénols et les flavonoides pour I'extrait
hydro-méthanolique.
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4. Activités biologiques
4.1. Activité antioxydante
L’activité antioxydante est évaluée par deux méthodes spectroscopiques a savoir la
réduction du fer (Ferric Reducing Antioxidant Power) FRAP et le piégeage du radical
libre DPPH.
4.1.1. Méthode de réduction du fer (Ferric Reducing Antioxidant
Power) FRAP
Cette méthode est basée sur la capacité des polyphénols a réduire le fer ferrique
Fe3* en fer ferreux Fe?*. La puissance de réduction est 'un des mécanismes
antioxydants (Karagozler et coll., 2008).
Les résultats de I'évaluation de l'activité antioxydante par la méthode de réduction
du fer (FRAP) sont présentés dans la figure N°19, figure N°20 (A, B, C, D, E, F),
figures N °21, 22, 23 et 24.
lIs sont variables d'un extrait & un autre avec une capacité plus importante pour les
extraits de la partie aérienne.
Nous remarquons que les extraits testés possedent une activité dose-dépendante.
L’extrait acétate d’éthyle des tanins a montré un pouvoir réducteur plus important par
rapport aux autres extraits soit une densité optique égale a 2,8 a la concentration de
2,5mg/mL.
En effet, pour les extraits bruts, c’est I'extrait hydro-méthanolique et I'extrait hydro-
acétonique de la partie aérienne qui présentent la densité optique la plus élevée
(DO=1) par rapport a I'extrait aqueux (DO=0,8) a la méme concentration.
D’apres les résultats, nous pouvons déduire que la forte capacité de réduction du fer
de I'extrait acétate d’éthyle des tanins qui est supérieure a celle de I'antioxydant de
référence (BHA) de la partie aérienne, ceci peut étre due a la présence de tanins en
quantité élevée et aux flavonoides présents pour I'extrait buthanolique de la méme
partie, cependant les autres extraits présentent une capacité de réduction du fer plus
ou moins intéressante, ce qui traduit la richesse d’Echinops spinosus en
antioxydants.
Nos résultats concordent avec ceux de Baddou et ses collaborateurs en 2014, qui
ont montré un effet antioxydant considérable sur la plante Rumex vesicarius, ceci est

due a la richesse des astéracées en polyphénols totaux.
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Ce test basé sur une réaction d’oxydo-réduction peut étre également considéré
comme une meéthode permettant d’évaluer l'activité antioxydante (Prior et coll.,
2005). De ce fait les extraits les plus riches en composés phénoliques, peuvent étre
également considérés comme les plus antioxydants.

L’activité réductrice de [l'extrait acétate d’éthyle des tanins et n-buthanol des
flavonoides de la partie aérienne peut étre due aussi a sa richesse en composés
catéchiques. Cette suggestion est en accord avec l'étude de DeGraft et ses
collaborateurs en 2007 qui indiquent que le noyau catéchol est la seule structure
qui augmente le pouvoir réducteur d’'un composé a 36% par rapport a un autre qui
n’en contient pas.

Plusieurs travaux de recherche rapportent que la capacité réductrice d’'un composé
peut servir comme un indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle, et
que la capacité de réduction est proportionnelle a 'augmentation de la concentration
des échantillons testés [(Ozturk et coll., 2007) ; (Yang et coll., 2008) ; (Su et coll.,
2008) ; (Liuk et coll., 2009)].

Une étude faite par Bouchet et ses collaborateurs en 1998 indique que les tanins
condensés ont des propriétés antioxydantes intéressantes, exprimées soit par leur
effet inhibiteur de la peroxydation lipidique induite par Fe?*, soit par la capacité de

piéger des radicaux libres.
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Figure N°19: Courbe d’étalonnage de la BHA et de 'acide ascorbique
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Figure N°20 : Pouvoir réducteur des différents extraits de la plante E.spinosus.
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Figure N° 21: pouvoir réducteur de la fraction n-buthanol des tanins de la
partie aérienne et des racines de la plante E. spinosus.

Absorbance a 700nm

m 0,25mg/mL
H0,5mg/mL
H 0,75mg/mL
M 1mg/mL

¥ 1,5mg/mL

2mg/mL
2,5mg/mL

Figure N° 22 : pouvoir réducteur des extraits de la partie aérienne d’Echinops

spinosus.
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Figure N°23 : pouvoir réducteur des extraits des racines d’Echinops spinosus.

L’analyse statistique montre qu’il y a une forte corrélation significative (R%*=1, P
=0,01**) entre les extraits de la partie aérienne et des racines, ceci explique la
richesse de la plante en métabolites secondaires.

4.1.2. Méthode de piégeage du radical libre DPPH
Les résultats de piégeage du radical libre DPPH sont regroupés dans le Tableau
N°7.
Les analyses statistigues ont montré que les valeurs des ICso des extraits des
deux parties de la plante E.spinosus sont significativement différentes.
Nous pouvons dire que I'extrait des tanins de la phase acétate d’éthyle de la partie
aérienne de la plante qui présente la plus forte capacité a piéger le radical libre soit
une ICso = 8,25 +0,001 ug/mL (cette valeur reste supérieure a celle obtenue avec le
BHA avec une 1Cs0=5,75+0,02 ug/mL, suivie de I'extrait des flavonoides de la phase
n-buthanol des racines avec une ICs0=16,25+0,004 ug/mL et ensuite vient I'extrait
acétate d’éthyle des flavonoides de la partie aérienne avec une ICso €gale a
17,25+0,002 pg/mL, tandis que l‘extrait acétate d’éthyle des tanins des racines est
moins actif par rapport aux extraits précédents avec une ICsp égale a 23+0,03 pg/mL.
D’apres la figure N°24, nous notons que c’est la partie aérienne qui présente la
meilleure capacité de piégeage du radical libre DPPH par rapport aux racines, mis a
part deux extraits qui sont : I'extrait hydro-méthanolique et I'extrait buthanolique des
flavonoides ou c’est I'inverse. Cela peut étre di a la composition chimique de I'extrait

et la nature du solvant utilisé.
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Ces résultats confirment que les deux parties d’E. spinosus présentent une grande

aptitude a piéger le DPPH. Cette propriété montre que le potentiel antioxydant de la

plante est avére.

Tableau N°7: Valeurs des ICso (en pg/mL) des extraits des deux parties de la

plante E. spinosus.

Extraits |Cso (Hg/mL)
Agueux ( Macération 24h) 79,5+0,02
Extraits Agqueux (sous reflux) 62,5+0,01
bruts Eau/méthanol 54,25+0,1
_ Eau/acétone 39,5+0,03
Partie Flavonoides : fraction Acétate 17,25+0,002
aerienne Extraits d’éthyle
spécifiques Flavonoides : fraction n- 24+0,003
buthanol
Tanins : fraction Acétate 8,25+0,001
d’éthyle
Tanins : fraction n-buthanol 59,5+0,05
Agueux (Macération24h) 79,5+0,01
Agueux (sous reflux) 87,5+0,02
Extraits Eau/méthanol 40,75+0,02
bruts Eau/acétone 55,5+0,03
Partie Flavonoides : fraction Acétate 47,75+0,01
racine d’éthyle
Extraits Flavonoides ; fraction n- 16,25+0,004
spécifiques buthanol
Tanins : fraction acétate d’éthyle 23+0,03
Tanins : fraction n-buthanol 71+0,014
Butyl-hydroxyanisol (BHA) 5,75+0,02
Acide ascorbique 2,5+0,01

Nos résultats sont supérieurs a ceux obtenus par Boudjlel en 2013 sur Artemisia
herba alba qui ont montré que [I'extrait méthanolique présente une ICs0=0,56mg/mL,
ainsi que ceux de Chahmi et ses collaborateurs sur Inula viscosa montrent que
I'extrait acétate d’éthyle présente une ICso égale a 120mg/L (Chahmi et coll., 2015).
Il est a noter que la forte capacité de I'extrait acétate d’éthyle peut étre due a la
présence des tanins galliques et des diméres pro-anthocyanidols (Seigler, 1986).

Selon Turkmen et ses collaborateurs en 2007, les polyphénols semblent étre des
donneurs efficaces d'hydrogéne au radical DPPH, en raison de leur chimie
structurale idéale. Les flavonoides quant a eux apportent une protection contre les
radicaux libres en empéchant leur liaison avec les lipides membranaires des cellules
; Ce qui se traduit par une diminution du malonyl dialdéhyde (peroxyde lipidique) une

prévention contre la leucopénie et la thrombopénie observées en présence des
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radicaux libres [(Chaudhuri et coll., 2007); (Chandana Venkateswara et

Vijayakuma, 2008)].

En effet, les autres composés phénoligues mineurs ne devraient pas étre négligés,
par ce que la synergie entre les différents produits chimiques devrait étre prise en

considération dans [l'activité biologique (Bourgou et coll., 2008).
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Figure N° 24 : comparaison des ICso des deux parties de la plante Echinops

spinosus.
4.2. Evaluation de ’activité antimicrobienne
4.2.1. Evaluation de I’activité antibactérienne
4.2.1.1. Diffusion sur milieu solide (méthode des disques).
Les tests antibactériens réalisés en utilisant la méthode de dilution en milieu solide
effectués sur huit souches ont donné des résultats qui sont consignés dans le
Tableau N°8. Ces résultats expriment les diamétres des zones d’inhibitions des
différents extraits.
En effet, les diamétres d’inhibition varient de 6 a 14 mm pour les souches a Gram
positif (+) et de 6 a 10 mm pour les souches a Gram négatif (-).
Les résultats obtenus montrent que I'extrait hydro-méthanolique de la partie aérienne
présente le diametre d’inhibition le plus élevé vis-a-vis Bacillus subtilis, soit 14 mm
suivie de I'extrait acétate d’éthyle des tanins de la méme partie avec un diamétre de
11 mm vis-a-vis la méme souche, ainsi que l'extrait acétate d’éthyle des tanins
présente un diamétre d’inhibition de 11 mm vis-a-vis Staphylococcus aureus. Ces

diametres restent toujours inférieur a celui de la gentamycine.

50



Troisieme partie : Résultats et Discussion

Il est important de souligner que les valeurs des diametres des zones d’inhibition
obtenues se sont révélées supérieures a celles trouvées par les travaux de Chikhi et
ses collaborateurs en 2013 sur les phagnalons vis-a-vis les souches S. aureus, S.
typhymurium et Klebsiella pneumoniae qui ont des diamétres d’inhibition ne
dépassant pas 7mm pour I'extrait aqueux, cependant, les travaux de Boudjlel en
2013 montrent que I'extrait méthanolique d’Artemisia herba alba exerce une activité
inhibitrice sur Staphylococcus aureus ATCC6538 avec une zone d’inhibition égale a
18mm et une zone égale a 13 mm sur Escherichia coli ATCC25922, ce qui est

supérieur par rapport a nos résultats.
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Tableau N° 8: Zone d’inhibition des différents extraits de la plante E.
spinosus.

Diamétre de zones d’inhibition (mm)

Bactéries a Gram positif Bactéries a Gram
négatif

Extraits

voary
snaine s
nao20920jAydels
snalad
snj|ioegd
singns
snjjioeg
e|jaisda|y
e||oUOWES
12=ke] =Ie] o)
la1oeqolaiug

snaine
sno20920]Aydels
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wnunwiydAy

o
~
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Brut aqueux 7
(sous reflux)

~

Brut hydro-
méthanolique 7 6 6 14 6 6 8

Flavonoides ;
Fraction 11 6 7 9 6 8 7
acétate

d’ethyle

Flavonoides
Fraction n- 6 6 7 6 6 7 6
buthanol

Tanins
Fraction 10,5 6 7 11 6 7 7
acétate
d’éthyle

Partie aérienne

Tanins
Fraction n- 9,5 7 7 7 6 6 7
buthanol

Brut aqueux
(sous reflux) 9,5 6 6 6 6 6 6

Brut hydro-
méthanolique 7 8 7 7 6 7 6

Flavonoides ;
Fraction 8 6 10 8 6 9 8
acétate
d’éthyle

Flavonoides
Fraction n- 6 6 6 6 6 6 7
buthanol

Racines

Tanins
Fraction 13 6 8,5 9 7 10 7

acétate
d’éthyle

Tanins
Fraction 9 6 7 7 6 6 6

n-buthanol

DMSO 6 6 6 6 6 6 6

Gentamycine 21,33 - 23 25 21,5 14 25

D<8mm (Résistante), 9mm>D<14mm (sensible), 15mm>D<19mm (trés sensible),
D>20mm (extrémement sensible) (Moreira et coll., 2005).
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4.2.1.2. Technique de microdilution.
Les résultats des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des différents extraits
d’Echinops spinosus vis-a-vis les bactéries sont représentées dans le Tableau N°9.
Aprés 24h d’incubation a 37°C, on a observé une augmentation progressive du
nombre de colonies au fur et & mesure que la concentration des extraits diminue.
Cette augmentation du nombre de colonies est plus remarquable pour les extraits
bruts que pour les extraits spécifiques.
Nous remarquons que I'extrait acétate d’éthyle des tanins de la partie aérienne est le
plus actif vis-a-vis les souches Bacillus cereus et Bacillus subtilis avec une CMI égale
a 0,331mg/mL.
L’extrait acétate d’éthyle des flavonoides de la partie aérienne quant a lui présente
un effet inhibiteur vis-a-vis I'ensemble des souches testées, cependant pour les
extraits bruts, la concentration minimale inhibitrice est plus ou moins élevée en la
comparant avec les extraits spécifiques, enregistrant des CMI qui atteignent
50mg/mL. Ces résultats montrent une différence significative de valeurs pour les
extraits étudiées qui pourrait étre expliquée par la différence de croissance et de
métabolisme bactérien, des conditions de croissance requises spécifiques a chaque
type de bactérie (milieu de culture approprié) et la nature du solvant utilisé pour
I'extraction ainsi que par la composition chimique de chaque extrait.
Certains auteurs ont montré que les tanins fragilisent la paroi cellulaire par inhibition
des enzymes microbiens et forment ainsi un complexe avec la paroi cellulaire pour la
rendre perméable [(Dixon et coll., 2005) ; (Engels et coll., 2011)] en agissant sur la
membrane cellulaire qui induit un changement morphologique de la bactérie, inhibant
ainsi l'activité des protéases, des protéines de transport et des adhésines (Gescher et
coll., 2011).
concernant les Concentrations Minimales Bactéricides (CMB), les valeurs varient
d'un extrait a un autre. Pour la fraction acétate d’ethyle des tanins de la partie
aerienne, on note une CMB égale a 0,331mg/mL contre Bacillus subtilis et Bacillus
cereus ,elle est égale a 0,662mg/mL contre E.coli et Klebsiella pneumonia ,elle est
égale a 1,325mg/mL contre Salmonella typhymurium et Enterobacter baumani cela
indique une bonne activité bactéricide de nos extraits sur 'ensemble des souches
testées (Tableau N°10).
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Les résultats de certains auteurs ont mis en exergue I'activité antibactérienne et
antifongique des astéracées entre autre Tridax procumbens et Chromolaena
odorata, et ont montré que les extraits éthanoliques des écorces de racines de cette
derniére ont une activité antibactérienne tres élevée sur Staphylococcus aureus.
(NCTC 6571), sur E. coli (NCTC11699), Klebsiella sp, et sur le genre Bacillus avec
des CMI comprise entre 0,0625 et 0,5 mg/mL [(Irobi, 1997) ; (Ngono Ngane, 2006)].
Ainsi, les travaux menés par Side Larbi et ses collaborateurs sur [I'extrait
méthanolique de la plante Anacyclus valentinus ont montré des CMI allant de 3,125
mg/mL a 12,5mg/mL et des CMB allant de 25 a 50 mg/mL (Side larbi et coll., 2016).

Il convient de noter que l'activité antibactérienne dépend également du stade de
croissance des cellules bactériennes. En effet, selon Bakkali et ses collaborateurs,
les cellules en division seraient plus sensibles, ceci serait probablement di au fait que
les extraits pénétrent plus efficacement dans les sites en pleine croissance (Bakkali
F., 2008).

D’apres la littérature, les différents composants contenus dans les extraits de plantes
(polysaccharides, acides gras et phospholipides) agissent comme tout agent
antimicrobien en ciblant la paroi et la membrane de la cellule bactérienne en la
rendant plus perméables. La fuite du contenu bactérien et des ions provoquerait alors

la lyse et la mort cellulaire (Flamini, 1999).
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Tableau N°9: Activité antibactérienne par méthode de diffusion sur milieu

liguide des deux parties de la plante Echinops spinosus.

CMI (mg/mL)
Bactéries
Bactéries a Gram positif (+) Bactéries a Gram négatif (-)
= m
o <wm >
@ % L@ o D >= |32 |83
o o o3 c o m c 53 €3
= (;‘,J)% o = g = g S o c S g 8’
Extraits S >c 5% = = S =e 3.5
» L ER 5]
m -
Brut aqueux 12,5 25 12,5 12,5 25 25 12,5 25
Eau/méthanol 12,5 25 3,125 50 25 50 25 12,5
Q Flavonoides ;
S Fraction 7 0,875 0,875 0,875 0,437 1,75 3,5 1,75
= acétate d’éthyle
e Flavonoides :
o Fraction n- 20 10 20 10 10 10 10 10
© buthanol
S Tanins : 10,6 1,325 0,331 0,331 0,662 0,662 1,325 1,32
Fraction 5
acétate d’éthyle
Tanins : 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6
Fraction n-
buthanol
Brut aqueux 50 50 12,5 50 12,5 25 12,5 50
Brut hydro- 31,2 3,125 3,9 12,5 3,9 50 12,5 12,5
méthanolique
Flavonoides : 8 17,5 8 8 8 17,5 8 17,5
Fraction
» acétate d’éthyle
g Flavonoides : 2 16 8 4 8 8 8 16
i) Fraction n-
© buthanol
Tanins : 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8
Fraction
acétate d’éthyle
Tanins 10 10 10 10 10 10 10 10
Fraction n-
buthanol
Gentamycine 0,19 - 0,5 - 0,39 3,12 0,78 -
(rg/mL)
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Tableau N°10: Concentrations minimales bactéricides des différents extraits

de la plante Echinops spinosus.

CMB (mg/mL)
Bactéries Bactéries a Gram (+) Bactéries a Gram (-)
= o g @ gaj m -?D % é& 8 g
212 |82 |82, Sa 5215 ¢
Extraits © | > ca =52 S % 53 |8 §
’ 2 S5 |78
Brut agueux 12,5 25 12,5 12,5 25 25 25 25
Brut hydro- | 12,5 25 3,125 50 25 50 25 12,5
méthanolique
Flavonoides 7 1,75 1,75 1,75 0,437 1,75 3,5 1,75
° o Acétate d’éthyle
= § Flavonoides 20 10 20 10 10 10 10 10
o2 n-buthanol
Tanins 10,6 | 1,325 0,331 0,331 0,662 0,662 1,325 1,325
Acétate d’éthyle
Tanins 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2 7,2
n-buthanol
Brut aqueux 50 50 12,5 50 12,5 25 12,5 50
Brut hydro- | 31,2 | 6,25 3,9 25 39 50 12,5 12,5
méthanolique
Flavonoides 8 17,5 8 8 8 17,5 8 17,5
" Acétate d’éthyle
_QEJ Flavonoides 4 16 16 8 8 8 16 16
§ n-buthanol
Tanins 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8
Acétate d’éthyle
Tanins 10 10 10 10 10 10 10 10
n-buthanol

Pour les flavonoides, étant donné que ces derniers sont synthétisés par les plantes

suite a une infection microbienne, il n’est donc pas surprenant qu’ils possédent des

propriétés antimicrobiennes (Cowan, 1999).

La catéchine par exemple est douée de propriétés antibactériennes, antifongiques et
antivirales [(Friedman et coll., 2006) ; (Cushnie et coll., 2003)].

De plus, plusieurs chercheurs ont montré que les flavonoides sont capables d’inhiber

la croissance de différents types de bactéries :

Staphylococcus aureus (Babayi et

coll., 2004), Escherichia coli (Ulanowska et coll., 2006), Enterococcus feacalis,
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Enterobacter cloaceae, Heliotropium sinuatum, Proteus mirabilis [(Didrak, 1999) ;
(Modak, 2001) ; (Okigbo et coll., 2005)].
Bien que le mécanisme d’action des flavonoides sur les microorganismes demeure
encore imprécis, quelques études ont commencé a donner un début d’explication de
leur activité antibactérienne en citant des exemples bien explicites ; comme celui de la
quercétine censée agir sur 'ADN gyrase d’Escherichia coli (Dadi et coll., 2009). En
effet, selon les travaux de Dadi et ses collaborateurs, la quercétine serait capable
d’'inhiber la gyrase bactérienne par deux mécanismes : Elle se fixe sur 'ADN au
niveau des sites d’insertion de I'enzyme bloquant ainsi son activité et bloque le site de
fixation de I'ATP se trouvant sur 'ADN gyrase. Dans les deux cas l'action du
flavonoide se manifeste par le clivage de 'ADN bactérien, désormais incapable de
subir les modifications topologiques nécessaires a son bon fonctionnement.

4.3. Evaluation de P’activité antifongique

4.3.1. Méthode de diffusion sur milieu solide (méthode de disque).

Les résultats des diamétres des zones d’inhibition fongique d’Echinops spinosus sont
répertoriés dans le Tableau N°11.
Nous constatons que l'extrait n-buthanol des flavonoides de la partie aérienne est
actif sur les trois souches testées avec des diamétres d’inhibition de 25 mm vis-a-
vis Candida albicans 1P444 et ATCC26790 et de 15 mm pour Candida albicans
ATCC10231.
De plus, I'extrait n-buthanol des tanins est actif sur Candida albicans ATCC10231
avec un diamétre d’inhibition de 16 mm.
L’extrait n-buthanol des tanins des racines est actif vis-a-vis Candida albicans ATCC
26790 avec un diametre d’inhibition de 25mm, cependant, pour Candida albicans
IP444, il s’est avéré qu’elle est sensible a I'extrait acétate d’éthyle des tanins.
Pour Candida albicans ATCC10231, nous notons gue cette derniére est sensible a
I'extrait acétate d’éthyle des flavonoides et I'extrait n-buthanol des tanins avec des

diameétres de zones d’inhibitions égale a 16,5 mm et 14 mm respectivement.
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Tableau N°11 : Diameétre des zones d’inhibitions fongiques de la plante
Echinops spinosus.

_ Diamétre de zone d’inhibition
Extraits (mm)
Candida Candida Candida
albicans albicans albicans
1P444 10231 26790
Sous reflux (aqueux) 6 10 6
% o Eau/méthanol 6 7 -
s 2
i Eau/acétone 6 7 -
Acétate d’éthyle
Partie flavonoides 8,5 11 8,5
aérienne 8
=
= n-buthanol
3 flavonoides 25 15 25
7
2 Acétate d’éthyle 9 9 9
=] tanins
a n-buthanol tanins 8 16 8
Sous reflux (aqueux) 8 10 7
(2]
T 2 Eau/méthanol 9 6 8
s Eau/acétone 6 7
racines Acétate d’éthyle 11 16,5
flavonoides
" n-buthanol 7 7 7,5
0 9 flavonoides
=3 Acétate d’éthyle 17 7 10
=5 tanins
&8
@ n-buthanol tanins 6 14 25

Il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie car d’une part
cette plante est étudiée pour la premiere fois pour son effet antifongique vis-a-vis les
souches de Candida albicans, d’autre part, ['utilisation des différentes parties des
plantes appartenant a la famille des astéracées, les méthodes d’extractions des
extraits ainsi que leurs concentrations peuvent réduire la fiabilité de la comparaison
entre les études.

Nos résultats sont supérieurs a ceux des travaux de recherche d'Artemisia
campestris qui ont montré que I'extrait méthanolique de cette derniere présente une
zone d’inhibition égale a 10 mm (Deliu et coll.,2013).

4.3.2. Détermination des CMI par la méthode de microdilution

Les résultats relevés lors de l'analyse statistique témoignent d'une différence

significative entre les réponses des trois levures vis-a-vis des extraits étudiés
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(P<0,05*), quelque soit l'organe d'extraction. Sous l'action des différents extraits
spécifiques, c’est la fraction n-buthanol des flavonoides de la partie aérienne qui
présente l'inhibition la plus forte vis a vis Candida albicans ATCC10231 soit une CMI
égale a 0,156 mg/mL, suivie de la fraction acétate d’éthyle des flavonoides des
racines avec une CMI égale a 0,312 mg/mL et 0,625 mg/mL vis-a-vis des souches
Candida albicans ATCCIP444 et Candida albicans ATCC26790 respectivement,
tandis que pour les extraits bruts c’est I'extrait aqueux qui présente une forte
inhibition vis-a-vis Candida albicans ATCC26790 dans les deux parties de la plante
E.spinosus. Les concentrations minimales inhibitrices sont égales a 3,75 mg/mL et
7,5 mg/mL pour la partie aérienne et les racines respectivement (Tableau N°12).
Les résultats relatifs aux concentrations minimales fongicides (CMF) montrent des
valeurs variables qui sont trés proches, souvent égales et parfois deux fois la CMI.
Cet effet fongicide enregistré pour la plante Echinops spinosus est minimal sur
Candida albicans 1P444 (CMF=0,156 mg/mL) et maximal sur Candida albicans
ATCC10231 (CMF=120 mg/mL).

Il faut signaler que sur 'ensemble des extraits testés, nous avons noté une activité
inhibitrice fongicide préférentielle de I'extrait n-buthanol des flavonoides de la partie
aérienne (CMF=0,156 mg/mL) et de I'extrait acétate d’éthyle des flavonoides des
racines (CMF=0,312 mg/mL) vis-a-vis Candida albicans IP444 et Candida albicans
ATCC10231 respectivement. De plus, I'extrait acétate d’éthyle des flavonoides et
I'extrait hydro-acétonique des racines présentent une activité fongicide tres
intéressante égale a 0,626mg/mL vis-a-vis Candida albicans 26790.

Les extraits n-buthanol des tanins et acétate d’éthyle des flavonoides de la partie
aérienne quant a eux, présentent un effet fongicide ne dépassant pas 2 mg /mL pour
'ensemble des souches, a I'exception de Candida albicans ATCC 26790 ou la CMF
est égale a 3,75 mg/mL pour I'extrait acétate d’éthyle des flavonoides de la partie
aérienne. Pour les autres extraits, nous remarquons que la concentration minimale
fongicide est variable d’'un extrait a un autre, cependant cette activité est tres faible
pour I'extrait hydro-méthanolique et I'extrait hydro-acétonique de la partie aérienne
puisque les trois souches présentent une CMF trés élevée sous leurs actions.

Il est toutefois important de noter que les trois souches de Candida albicans
considérées comme étant les plus pathogénes ont été inhibées par les extraits de la

plante Echinops spinosus et avec des CMI et CMF tres intéressants ceci confirme
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son usage traditionnel et concordent avec les résultats trouvés lors de I'enquéte
ethnobotanique qui I'utilisent contre les candidoses.

Plusieurs études se sont penchées sur les propriétés antifongiques des astéracées.
Ahossi et ses collaborateurs ont montré que la susceptibilité des différentes
espéeces fongiques dépend de la concentration de I'extrait utilisé (Ahossi et coll.,
2014).

Kurita et Koike ont étudié I'activité antifongique des composés phénoliques. lls se
sont rendu compte que celle-ci augmente avec I'’hydrophobicité de ces composeés, ce
qui suggere des interactions hydrophobes entre ces composés et les cellules
fongiques testées (Kurita et Koike ,1982).

Les travaux de recherche menés sur Acanthospermum hispidum ont montré que
I'extrait brut aqueux présente une CMF supérieur a 50 mg/mL (Basile A., 2015).

Nos extraits présentent un effet fongicide élevé en le comparant avec les extraits des
écorces de Guarea cedrata et Khaya ivorensis ayant toutes les deux une CMF égale
a 100 mg/mL sur Candida albicans (Coulibaly et coll., 2010).

Malgré l'activité des extraits vis-a-vis des souches testées, ces derniers et surtout
les extraits bruts ont une faible activité antimicrobienne par rapport aux extraits
spécifiques, cela est probablement di a la compétition de I'ensemble des
métabolites secondaires présents dans un méme extrait et /ou la faible solubilité des
extraits surtout quand leurs concentrations est élevée.

L’analyse des méthodes employées, par 'ensemble des travaux répertoriés, pour la
détermination de la CMI a mis en évidence une grande variabilité entre les études. En
effet, nous avons constaté que la majorité des études ont fait appel a la technique de
diffusion en milieu liquide, et plus précisément a celle de la microdilution sur
microplaque de 96 puits. Selon I'étude de Budzynska et ses collaborateurs en
2009, cette technique est plus sensible que la méthode de diffusion en milieu solide

offrant une meilleure précision et une meilleure reproductibilité des résultats.
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Tableau N°12: Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et concentration

minimales fongicides (CMF) des extraits d’Echinops spinosus.

Souches Candida albicans Candida albicans Candida albicans
de ATCC10231 IP444 ATCC 26790
référence
Extraits
CMI CMF CMI CMF CMI CMF
Aqueux 15 15 30 30 3,75 3,75
(sous reflux)
g 60 60 120 120 60 60
S Eau/méthanol
g
o Eau/acétone 120 120 120 120 120 120
b= Flavonoides 2 2 1,62 1,62 3,75 3,75
5_5 Fraction 5 5
acétate d’éthyle
Flavonoides 0,156 0,15 6,5 6,5 10 10
Fraction n-buthanol 6
Tanins 5,11 5,05 5,02 5,02 5,225 5,11
Fraction acétate d’éthyle
Tanins 2 2 1 2 1,125 1,125
Fraction n-buthanol
Agqueux 30 30 30 30 7,5 7,5
(sous reflux)
Eau/méthanol 11,1 11,1 5,55 5,55 5,55 5,55
Eau/acétone 20 20 3,75 1,87 0,625 0,625
5
Flavonoides 5 5 0,3 0,31 0,625 0,625
fraction 12 2
* acétate d’éthyle
g Fla Flavonoides 30 30 30 30 30 30
s Fra fraction
c n-buthanol
Tanins 10 10 10 10 10 10
fraction
acétate d’éthyle
Tanins 10 10 2,5 1,25 10 10
fraction
n-buthanol
Amphotéricine B
(ng/mL) CMI=0,3906 CMF=1,1718
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4.3.3. Corrélation entre les souches fongiques (CMI)
L’analyse statistique effectuée a I'aide du logiciel SPSS par test de corrélation entre
'ensemble des souches, montre un coefficient de corrélation r inférieur ou égale a 1.
Il est de I'ordre de 0,96 entre Candida albicans 10231 et Candida albicans IP444, de
'ordre de 0,91 entre Candida albicans10231 et Candida albicans 26790, et de I'ordre
de 0,9 entre Candida albicans 26790, et Candida albicans 1P444. Ces résultats
confirment qu’il y a une tres forte corrélation entre les CMI des extraits vis-a-vis les
souches testées.

4.3.4. Comparaison entre les deux méthodes de l'activité antifongique par
test de corrélation
La comparaison des deux méthodes de I'activité antifongique témoignent qu’il y‘a une
faible corrélation négative entre les deux méthodes utilisées, soit la méthode des
disques et la méthode des CMI, cela signifie qu’il y ‘a pas une relation significative
entre les deux méthodes pour les trois souches testées(R?= -0,255, R?= -0,261,R?= -
0,267), (P>0,05) car I'une est qualitative et 'autre est quantitative, cela peut dépendre
de plusieurs paramétres entre autre la mal diffusion de I'extrait, et sa solubilité (figure
N°25 , figure N°26, figure N° 27.

140 1 Candida albicans 10231 y = 1.5448x
2 _
120 - . R? = -0.255
£ 100 -
o0
E
S 80 -
()
S 60 - ¢
s
2 40 -
> o o -
20 - . A
L 4 ¢ &
(] r r —— ——- .
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
diametre d'inhibition mm

Figure N°25: Corrélation entre le diameétre d’inhibition et les CMI pour la souche
Candida albicans 10231.
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Figure N°26 : Corrélation entre le diamétre d’inhibition et les CMI pour la souche
Candida albicans 1P444.
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Figure N°27 : Corrélation entre le diamétre d’inhibition et les CMI pour la souche
Candida albicans 26790.
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4.4. L’évaluation de I’activité hémolytique
L’évaluation des activités biologiques des extraits naturels requiert I'évaluation de

leurs activités hémolytiques vis-a-vis les érythrocytes.

La capacité anti-hémolytique des extraits est mesurée en suivant le protocole décrit
par (Lee et coll., 2002).

La cinétique d'hémolyse obtenue pour 'ensemble des extraits, montre que I'inhibition
de I'némolyse est remarquée pour presque tous les extraits d'une maniére dose
dépendante.

Le test de l'activité hémolytique est évalué a partir des ICso trouvées de l'activité
antioxydante. Pour cela, nous avons pris cinq concentrations (ICso, 2ICso, 10ICso,
20ICso, 40ICs0) pour chaque extrait afin de situer le seuil de concentration responsable
de 'hémolyse des érythrocytes (figures N°28, N°29, N°30, N°31, N°32, N°33, N°34)
La cinétiqgue de la fuite de I'hnémoglobine intracellulaire est suivie pendant 2 heures
sous agitation continue a 4000 tours/min a 37°C, la lecture est faite a I'aide d’un
spectrophotometre UV/Vis a 548 nm en mesurant a chaque fois le taux de
I’'hémoglobine aprées centrifugation en additionnant a la suspension érythrocytaire les
extraits a différentes concentrations ainsi que la solution de lavage.

Les résultats de l'activité anti-hémolytique des extraits enregistrent un pouvoir anti-
hémolytique allant de 0,005% a 6,83% % pour les ICso (histogrammes 1 et 2).
Cependant, ce pouvoir varie de 0,464% a 39,59% pour une concentration qui est
40fois I'lCso (histogrammes 3 et 4).

Les résultats obtenus aprés 120min d’incubation a 37°C sous agitation continue a
une concentration égale a 40fois I'lCso, nous ont permis de classer les extraits selon
leurs pouvoir croissant d’hémolyse comme suit : I'extrait aqueux des racines (2,97%)
< I'extrait n-buthanol des tanins de la partie aérienne ( 3,725 %) < I'extrait n-buthanol
des flavonoides de la partie aérienne ( 4,45 %) < I'extrait acétate d’éthyle des tanins
de la partie aérienne (5,39%) < I'extrait n-buthanol des flavonoides des racines (
5,71%) < l'extrait aqueux de la partie aérienne (27,4%) < I'extrait n-buthanol des
tanins des racines (34,38%) < I'extrait acétate d’éthyle des flavonoides de la partie
aérienne (35,05%) < I'extrait acétate d’éthyle des flavonoides des racines ( 38,47%)
< I'extrait acétate d’éthyle des tanins des racines ( 39,59%).

De ce classement nous pouvons déduire que c’est I'extrait aqueux des racines qui
présente l'activité anti-hémolytique la plus faible qui est égale a 2,97%, suivie de

I'extrait n-buthanol des tanins de la partie aérienne avec un pourcentage de 3,725%,
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et I'extrait n- buthanol des flavonoides avec une activité anti-hémolytique égale a
4,45% (histogrammes 3 et 4).

Ces résultats ne dépassent pas 5% de I'hnémolyse totale a une concentration qui est
40 fois I'ICso ce qui prouve que ces extraits ne présentent aucun pouvoir hémolytique
vis-a-vis les érythrocytes humains.

Ces résultats prometteurs concordent avec les résultats de I'enquéte ethnobotanique
qui mentionnent que les racines en décoction sont trés recommandés pour le
traitement de diverses maladies et qu’ils ne présentent aucun effet secondaire
contrairement a la partie aérienne qui est peu utilisée par la population, ceci ne
néglige pas lefficacité de cette derniere qui a enregistré une meilleure activité
antioxydante, antibactérienne et antifongique.

En ce qui concerne l'extrait acétate d’éthyle des tanins de la partie aérienne et
I'extrait n-buthanol des flavonoides des racines, ces derniers présentent un effet
hémolytique tres Iéger qui se tourne autour des 5%.

Donc on peut dire que ces extraits peuvent étre utilisés a des fins thérapeutiques.

Nos résultats concordent avec ceux de Maia et ses collaborateurs en 2009, qui ont
évalué l'activité hémolytique d'extrait sec de I'‘écorce de Maytenus guianensis, et
vérifié que cette espece n'a pas causé d'hémolyse sur les érythrocytes humains et
peuvent étre utilisés a des fins pharmacologiques.

Plusieurs auteurs se sont intéressés au pouvoir anti-hémolytique des plantes,
Toutefois, certains mentionnent que les membranes biologiques peuvent étre affecté
par les produits naturels présent dans les plantes médicinales (Mohammedi Z., 2013).
Parmi ces produits naturels, nous pouvons citer les flavonoides qui ont des effets
bénéfiques sur la stabilité de la membrane érythrocytaire, ces derniers peuvent étre
incorporé dans la membrane érythrocytaire (Sharma et coll., 2001).

De plus, De Freitas et ses collaborateurs rapportent que linteraction des liaisons de
Van der Waals a l'intérieur de la bicouche lipidique par les flavonoides peuvent étre
une source de stabilité de la membrane (De Freitas et coll., 2008).

Ainsi, il a été montré que les flavonoides sont connus pour avoir un role préventif
contre la cardiotoxicité, et la capacité a prévenir différentes atteintes hématologiques
en permettant une bonne régénération érythrocytaire [(Sadzuka et coll., 1997) ;
(Chaudhuri et coll., 2007) ; (Chandana Venkateswara et Vijayakuma, 2008)].
cependant, I'hémolyse des érythrocytes entraine la destruction et la lyse de la

membrane. Cette activité d’hémolyse se rapporte a la concentration de l'extrait.
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De plus, l'activité hémolytique de chaque extrait est liée a sa composition chimique. I
est a noter que I'extrait aqueux et I'extrait acétate d’éthyle des flavonoides de la
partie aérienne et I'extrait acétate d’éthyle et n-buthanol des tanins des racines ont
une activité hémolytigue modérée vis-a-vis des érythrocytes qui dépasse les 30%,
cela peut étre expliqué par le fait que ces derniers possédent une forte activité
antimicrobienne qui permet la lyse et la destruction de la membrane des cellules
microbiennes afin d’évacuer leur contenu.

Nos résultats montrent que cette plante a un effet stabilisateur et protecteur de la
membrane érythrocytaire d’'une part ce qui va favoriser son utilisation en
thérapeutique surtout comme antioxydants et d’autre part, elle a un effet hémolytique

qui va servir a son utlisation comme antibiotique et/ou antifongique.
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Figure N°28 : pourcentage d’hémolyse en fonction du temps de la fraction n-
buthanol des flavonoides.

66



Troisieme partie : Résultats et Discussion

et | C50

=== 2|C50

e 101C50

e 201C50

=== 401C50

Pourcentage d' hemolyse %

0 20 40 60 80 100 120
Temps en min

Figure N°29 : pourcentage d’hémolyse en fonction du temps de la fraction
aceétate d’éthyle des tanins de la partie aérienne.
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Figure N° 30: pourcentage d’hémolyse en fonction du temps de la fraction n-
buthanol des tanins de la partie aérienne.

67



Troisieme partie : Résultats et Discussion

N w H (9] )] ~
o o o o o o
I ]

Pourcentage d'hemolyse%

[
o

o

0 20 40 60 80 100

Temps en min

120

——|C50
== 2|C50
i 1 0IC50
it 201C50
et 401 C50

Figure N°31 : pourcentage d’hémolyse en fonction du temps de la fraction acétate

d’éthyle des tanins des racines.
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Figure N°32 : pourcentage d’hémolyse en fonction du temps de la fraction

acétate d’éthyle des flavonoides de la partie aérienne.
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Figure N°33 : pourcentage d’hémolyse en fonction du temps de la fraction acétate

d’éthyle des flavonoides des racines.

5 -

4.5
]
E 4
S 35
£
R e |C50
g 3
T 25 e 2|C50
8
g 2 e 101C50
g 15 e 201C50
3 1
& e 401C50

0.5

0 20 40 60 80 100 120

Temps en min

Figure N°34 : pourcentage d’hémolyse en fonction du temps de la fraction n-

buthanol des flavonoides de la partie aérienne.
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Figure N°35: pourcentage d’hémolyse en fonction du temps de la fraction n-

buthanol des flavonoides des racines.
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Figure N°36 : pourcentage d’hémolyse en fonction du temps de I'extrait aqueux

(sous reflux) de la partie aérienne.
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Figure N°37 : pourcentage d’hémolyse en fonction du temps de I'extrait aqueux des
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Histogramme 1: pourcentage d’hémolyse en fonction du temps des différents
extraits a I'lCso de la partie aérienne de la plante E.spinosus.

71



Troisiéme partie : Résultats et Discussion

S IC50
4.5 = racines

3.5 1

2.5 +

1.5 -

Pourcentage d'hémolyse %

0.5 ¢

0 5 10 20 40 60 90 120

Temps en min

H SRPR

H Acet PR FLV
 n but PRFLV
macetPRT
EnbutPRT
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Histogramme 3 : pourcentage d’hémolyse en fonction du temps des différents

extraits a 40 fois I'lCso de la partie aérienne de la plante E.spinosus.
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Les résultats obtenus au cours de ce travail compléte une démarche scientifique
importante qui vise a faire une corrélation entre I'utilisation empirique de la plante et
la connaissance scientifique et plus particulierement biologique de ces derniéres.

En guise de cette étude visant a réaliser au préalable une étude bibliographique sur
la plante E. spinosus de la région de Tlemcen qui a montré que I'on ne disposait
gue de peu d’informations de nature chimique et/ou biologique.

Pour pallier ce manque d’informations, notre étude s’est focalisée dans un premier
temps sur une enquéte ethnobotanique, des analyses qualitatives et quantitatives et
d’évaluer les activités biologiques de cette plante entre autre I'activité antioxydante,
antibactérienne, antifongique ainsi que [lactivité anti-hémolytique vis-a-vis des
érythrocytes humains.

L’étude de I'enquéte ethnobotanique dans la région de Tlemcen a montré les
différents usages de la plante Echinops spinosus ainsi que son mode d’utilisation.
Une corrélation a été établie entre I'age, le sexe ainsi que le mode d’utilisation de la
plante E.spinosus.

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence des
sucres réducteurs, , des tanins, des flavonoides , des coumarines et des quinones.
Le dosage des polyphenols totaux, des flavonoides et des tanins a partir des extraits
aqueux et hydro-alcooliques a révélé des quantités de : 852mg EAG/100gMS ,
128mg EC/100g MS , 1910 mg EC/100g MS respectivement.

Une corrélation positive entre la teneur en polyphénols et les flavonoides ainsi que
les tanins a été établie pour la plante Echinops spinosus.

L’évaluation de l'activité antioxydante par les deux méthodes a savoir la réduction du
fer (FRAP), et le piégeage du radical libre DPPH, montre que I'extrait acétate d’éthyle
des tanins de la partie aérienne présente une trés forte capacité de réduction de fer
par le test de FRAP, ainsi qu'une faible concentration par la méthode de piégeage
du radical libre DPPH soit une IC50=8,25 pg/mL, ceci fait penser que les tanins
peuvent étre retenus comme médicament dans la prévention de pathologies dans
lesquels des radicaux libres sont étroitement impliqués tel que I'athérosclérose.

Les résultats de l'activité antibactérienne sont issus d’'une méthodologie que nous
avons adoptés en deux étapes. La premiere consiste en une évaluation qualitative
en utilisant la méthode de disques sur milieu solide dans le but de présélectionner
les extraits possédant une activité antibactérienne sur 'ensemble des souches de

référence. Le deuxiéme essai représente une évaluation quantitative par la
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détermination de la CMI et la CMB des extraits actifs en utilisant la méthode de
microdilution en milieu liquide.

La méthode de dilution en milieu liquide ou la détermination de la CMI est évaluée,
cette derniere a montré une efficacité antibactérienne effective de quelques extraits
vis-a-vis 'ensemble des souches bactériennes testées.

Les valeurs de CMI rapportées se situent entre 0,331 mg/mL et 50 mg/mL ce qui
témoigne une activité non négligeable des extraits testés avec un effet minimal pour
'extrait acétate d’éthyle des tanins (CMI=0,331 mg/mL) et I'extrait acétate d’éthyle
des flavonoides (CMI=0,875 mg/mL) de la partie aérienne vis-a-vis les souches
Bacillus cereus et Bacillus subtilis respectivement. Ces résultats sont trés
prometteurs. De plus, notre étude a mis en évidence [lactivité antifongique
d’Echinops spinosus pour tous les extraits testés vis-a-vis les souches Candida
albicans, afin de vérifier son utilisation en médecine traditionnelle par la population
de Tlemcen pour le traitement des candidoses buccales et vaginales. Les résultats
obtenus par les deux méthodes a savoir la méthode des disques et la méthode de
dilution en milieu liquide, nous ont confirmé les résultats obtenus lors de I'enquéte
ethnobotanique.

L’essai des dilutions en série dans les microplaques de 96 puits a révélé des valeurs
de CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) allant de 0,156 mg/mL a 120mg/mL sur
les souches de référence Candida albicans ATCCIP444, ATCC10231, ATCC 26790.
L’extrait n-buthanol des flavonoides de la partie aérienne a montré [Ieffet
antifongique le plus prononcé sur la souche Candida albicans ATCCIP444 avec une
CMI et une CMF égale a 0,156 mg/mL.

Les résultats des CMI obtenus sur l'activité antifongique sont plus ou moins
compatibles avec les résultats trouvés avec ceux de la méthode de diffusion sur
milieu solide.

Dans l'industrie de tannage, les tanins sont combinés sous forme de complexes aux
protéines et rendent imputrescibles les peaux, a cause de leurs nature, les tanins
sont des antifongiques et des antibactériens.

lIs sont utilisés pour la protection des filets de péche contre la prolifération des
germes producteurs de cellules qui sont des enzymes responsables de la destruction
de la cellulose des filets (Solim Igor, 2002).

Concernant l'activité hémolytique, le test d’hémolyse n’a révélé aucune fuite de

’hémoglobine vis-a-vis les érythrocytes humains pour I’ extrait aqueux jusqu'a 120
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min d’incubation a 37°C sous agitation continue tandis que pour d’autres, il y 'a une
fuite d’hémoglobine qui peut étre due aux éclatements des érythrocytes lors de la
manipulation ou la présence des traces de solvants dans les extraits.

En effet, la présence des effets antagonistes des extraits refléte la nature hétérogéne
du produit et indique la nécessité de fractionner I'extrait, de caractériser la structure
et le mécanisme des composants responsables de chaque effet.

Cette étude valide scientifiquement 'usage traditionnel de cette plante et révéle son
Intérét dans le cadre d’'une exploitation en biotechnologie.

Afin de compléter ce travail, il serait souhaitable de :

- Caractériser et isoler les principes actifs responsables de ces propriétés
pharmacologiques.

- Evaluer d’autres activités biologiques a savoir l'activité anticancéreuse, anti-
inflammatoire et antidiabétique.

Au regard de ces résultats, nous pouvons conclure que ces derniers peuvent étre
considérés comme tres prometteurs et justifient la poursuite des recherches entre
autre sur l'isolement, l'identification et la purification des composants antioxydants et
antimicrobiens dans les extraits actifs ainsi que d’autres activités biologiques tel

I'activité anti-tumorale, anti-inflammatoire et antidiabétique.
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Annexe




Université Abou bekr belkaid Tlemcen
Département de biologie

Région :
ENQUETE ETHNOBOTANIQUE de la plante
Echinops spinosus (Tassekra) de la région de 1’ouest
algérien

Questionnaire

/ <

Veuillez métt

s 45D = A

re une croix sur la case correspondante :
Sexe : Homme [ ] Femme [ |
Age :

Niveau intellectuel :

Profession :

Situation familiale :

Habitat : Centrede laville [ ] Village [ ]

Connaissez vous la plante ? Oui j’entends parler seulement [ |

Oui je Iai déja utilisé [ ]

Non jamais entendu parler ]



Connaissez vous le nom vernaculaire de cette plante ?
Quelle partie de la plante utilisez vous ?  Partie aérienne [ |  racines [ |

A votre avis quelle est la partie toxique de la plante ? Partie aérienne [ ]  racines [ ]

Jenesais pas [ |

Quel est ’origine de l'information concernant [ utilisation de cette plante ?

Je me référe aux expériences des ancétres [ |
Je me référe aux herboristes [ ]
Je me référe a moi-méme (livres ,internet ,télévision) [ |

Comment utilisez vous la plante (Mode de préparation) ?
Décoction
Infusion
Macération

Dans votre région vous utilisez cette plante pour traiter quelle maladie ?

Quel est le moment de la récolte de cette plante ?

Quelle est la dose ou la quantité utilisée ? Par pincée
Par cuillerée
Par poignée [ ]
D’une fagon non précise [ ]

Quel est le lieu de récolte de cette plante ?
Montagnes [ ]
Endroits pierreux [ ]
Au bord des riviéres| ]
Autres :
Est-ce qu elle est consommable par les animaux ? ouil_] Non[__]

Aucune idée [ ]

Quelle est la partie consommée ? Partie aérienne[ ] Racines [ |



- Quels sont les effets ressentis (efficacité du traitement) apres I’utilisation de la plante ?

- Y-a-t il des effets secondaires ? oui non |:| |:|

- Quelle est la fréquence d’utilisation (nb de fois par jour) et la durée du traitement ?

- Connaissez-vous des contre-indications a 1’'usage de cette plante ?



Manuel de préparation




Thése de doctorat en biochimie appliquée Manuel de préparation

1. Liqueur de Fehling

Réactif a chaud.
o Solution A
CuSO, 35 g Eau distillée 500 cc contenant 5 mL d’H,SOg.
Laissez refroidir puis compléter au litre avec I'eau distillée.
o Solution B

Sels de Seignette.
150 g Eau distillée 500 mL, refroidir puis ajouter 300 mL de lessive de soude non
carbonaté, compléter au litre avec I'eau distillée.
Mélanger les deux solutions a volume égal au moment de I'emploi.

2. Réactif de Valser-Meyer
lodure de potassium 25 g
Chlorure mercurique 6,77 g
Eau distillée 250 mL

3. Réactif de Dragendorff
Nitrate de bismuth pulverisé 20,80 g
lode 38,10 g
lodure de sodium anhydre 200 g
Eau distillée 1000 mL
Agiter pendant 30 min.

4. Reéactif de DPPH
1-1diphenyl 2 picril hydrazyle (2,5 mg par mL de méthanol) .

5. Matériels utilisés pour les réactions de caractérisation
Balance analytique de précision, tubes a essai de 5, 10 mL et 15 mL, entonnoir,
coton, papier filtre wattman , éprouvettes, pipettes de 5 et 10 mL, erlenmeyer de 100
mL, poire, fiole, pince, bain-marie, chauffe-ballon, spatule métallique, capsule en
verre, ampoule a décanter, étuve agitatrice (réglée a 37 degré Celsius), verre de

montre, four électrique réglé a 100 degré Celsius.

6. Matériel technique antimicrobien
Etuve, réfrigérateur, milieu de culture, boite de pétri, anse de platine, pipette pasteur,

eau physiologique, tube stérile, disques d’antibiotiques non imprégnés, RPMI -1640.

Etude phytochimique et évaluation des activités biologiques d’Echinops spinosus.
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micropipettes de 20, 100 et 1000 pL, pipettes stérilisées, balance de précision,
écouvillons, coton, microplaques 96 puits, eau distillée, tubes a vice, tubes a
hémolyse,

7.Produits
Bouillon nutritif, Bouillon Muller Hinton, Bouillon sabouraud,
Gélose Nutritif, Gélose Muller Hinton, Gélose sabouraud.
Eau distillée.

o Protocole

- Peser la masse nécessaire de gélose nutritive pour 250 mL d'eau distillée.
- Dissoudre le produit dans le diluant & laide de l'agitateur.
- Chauffer au bec jusqu'a I'ébullition.
- Laisser refroidir.
Lorsque la préparation a atteint une température inférieure a 60°C couler dans des

boites de pétri et des tubes a vice stérilisés.

Etude phytochimique et évaluation des activités biologiques d’Echinops spinosus.
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Engagement vital
Je jure auprés d’ALLAH le tout misécordieux,
en présence des enseignants de la faculté des sciences de la nature et
de la vie et science de la terre et I’'univers (SNV/STU) ;
De consentirer mes connaissances a aider et développer la recherche
scientifique et d’enseigner avec rigueur les ¢tudiants.

De ne jamais oublier ma responsabilité¢ entant qu’éducatrice, que je
serai fidele a témoigner et d’assurer sincérement ma mission envers
I’enseignement.

D’exercer dans I’intérét de 1’enseignement, 1’éducation et la santé
publigue ma profession avec conscience.

D’honorer ceux qui ont contribué de prés ou de loin dans les préceptes
de mon égard et de leurs assurer ma reconnaissance en restant toujours
fidele.

De prouver autant qu’intellectuelle ma dignité en respectant le divin,
De développer mes connaissances, mon savoir étre et mon savoir-faire
au profit de la création.

De sentir, d’apprécier, de valoriser, de promettre avec dignit€ mon
devoir envers I’étre vivant.

De saugraitrer avec méfiance, conscience et confidence
mes compétences au profit de la science.

De mepriser avec fierté sij’y manque avec dévouement d’étre
toujours moi - méme.

De procéder avec élégance et confiance la personne en respectant soi -
méme.

%J en harmonte, Vis en Jaaz'ac.
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Résumé

Notre travail a porté sur I'étude phytochimique et I'évaluation des activités biologiques d’une espéce végétale spontanée de la
famille des astéracées de la région de Tlemcen, Echinops spinosus.

L’enquéte ethnobotanique effectuée auprés de la population de Tlemcen a montré que cette plante est trés utilisée en
médecine traditionnelle pour expulser le placenta chez les femmes aprés I'accouchement.

L’analyse phytochimique a mis en évidence la présence des tanins catéchiques, des quinones, des sucres réducteurs et des
flavonoides au niveau des deux parties de la plante, avec une faible quantité d’alcaloides et une absence de saponosides.

Le rendement le plus élevé est celui de I'extrait hydro-acétonique des racines avec un pourcentage de 24 et de 21 ,8 pour la

la partie aérienne .

L’extrait brut aqueux des racines a présenté la teneur la plus élevée en phénols totaux avec un pourcentage de 852 +0,01 mg
EAG/100g de MS.

L’évaluation de I'activité antioxydante par la méthode de réduction de fer (FRAP) et celle du piégeage du radical libre (DPPH) a
montré que I'ensemble de nos extraits possédent des propriétés antioxydantes.

L’extrait acétate d’éthyle des tanins de la partie aérienne présente une meilleure capacité réductrice et un fort piégeage de
radicaux libres (ICso = 8,25 pug/mL). L'évaluation de I'activité antibactérienne et antifongique sur gélose et en milieu liquide a
révélé que le pouvoir antimicrobien des fractions des tanins et des flavonoides est plus important que celui des extraits bruts.
L’extrait aqueux des racines ne présente aucune activité hémolytique.

Mots clés : Echinops spinosus, métabolites secondaires, ethnobotanie, phytochimie, activité antioxydante, activité
antimicrobienne, activité anti-hémolytique.

Abstract
In order to search for new natural products, our work is devoted to the phytochemical study and evaluation of the biological
activities of a plant species growing naturally in the Tlemcen region called Echinops spinosus belong to the Asteraceae family.
The ethnobotanical survey of the population of Tlemcen has shown that this plant is used in traditional medicine to expel the
placenta in women after childbirth.
Phytochemical analysis revealed the presence of, the catechin tannins, quinones, reducing sugars, flavonoids in the two parts of
the plant, with a small amount of alkaloids. However, a complete absence of saponins has been noticed.
The performance of various extracts is performed, the highest performance is that of the aqueous acetone extract of the roots
with a percentage of 24 followed by the aerial part with a percentage of 21,8 .
The aqueous crude extract of roots presented the highest content of total phenols with a percentage of 852 + 0.01 mg EAG / MS
+ 100g.
Evaluation of antioxidant activity by the iron reduction method (FRAP) and the sequestration of free radical (DPPH) showed that
all of our extracts have antioxidant properties.
The ethyl acetate extract tannins of the aerial part has better reducing capacity and a strong free radical scavenging (ICso = 8.25
mg / mL). Other extracts, meanwhile, show interesting antioxidant powers. The evaluation of the antimicrobial activity of the
extracts on bacterial strains and yeasts by the diffusion method on solid medium and method of distribution of liquid media show
that the antimicrobial power of fractions of tannins and flavonoids is more important than crude extracts.
The evaluation of the anti-hemolytic activity showed that the aqueous extract of roots which is widely used in traditional
medicine exhibits no cell lysis.

Keywords: Echinops spinosus, secondary metabolits, ethnobotany, phytochemistry, antioxidant, antibacterial, antifungal, anti-
haemolytic activity.
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