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Résumé

Ce travail s’inscrit dans le cadre de valorisation de trois plantes médicinales poussant
spontanément dans la région de Béchar ; Warionia saharae, Vitex agnus castus ,et Panicum
turgidum afin d’étudier in vitro leurs composition chimique et ses activités biologiques a
savoir I’effet antimicrobien, antioxydant et antidiabétique.

Le criblage phythochimiques des trois plantes étudiées révele la présence des saponosides ,
des tanins, des alcaloides, des anthocyanosides, stérols et tri-térpénes........ Les meilleurs
rendements sont obtenus avec : 16.08% pour I’extrait aqueux de Panicum turgidum, 21.81 %
pour I’extrait aqueux de Warionia saharae, et 19.13 % pour I’extrait méthanolique de Vitex
agnus castus.

L’activité antimicrobienne a été déterminée sur Six souches bactériennes (Gram+ et Gram-) et
quatre champignons selon la méthode de diffusion de disque et la méthode de microdilution.
L’extrait ethanolique de Warionia saharae et Vitex agnus castus est le seul extrait actif sur
toutes les souches bactériennes sauf Streptococcus agalactiae. Les concentrations minimales
inhibitrices (CMI) pour Escherichia coli , Enterococcus faecalis ,Staphylococcus aureus sont
de I’ordre de 6,25 mg/ml et 3.125 mg/ml pour Acinetobacter baumannii ,I’extrait ethanolique
de Warionia saharae a montré un effet puissant sur toutes les souches fongiques testées .Par
ailleurs les extraits ethanolique et methanolique de Panicum turgidum et Vitex agnus castus

ralentissent la croissance des souches fongiques testées.

L’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode de réduction de fer (FRAP) et celle du
piégeage de radical libre DPPH des extraits méthanolique et ethanolique de Vitex agnus
castus et Warionia saharae ont montré I’existence d’un pouvoir antioxydant important. Par
ailleurs I’extrait ethanolique de Panicum turgidum a présenté une tres faible activité vis-avis
le radical libre DPPH.

L activité antidiabétique est maximale pour I’extrait ethanolique des deux plantes Vitex agnus
castus et Warionia saharae a la concentration 4mg/ml , le pouvoir inhibiteur de I’a amylase
est égale a72.05% et58.82% , pour o glucosidase, il est de 86.06% et 88.19% a la

concentration 2mg/ml respectivement.

Mots clés: Extrait, Warionia saharae, Vitex agnus castus , Panicum turgidum, activité

antimicrobienne, activité antioxydante, activité antidiabétique.



Abstract

The present study aims to valorize three medicinal plants (Warionia saharae, Vitex agnus
castus, and Panicum turgidum) growing spontaneously in Béchar region, by evaluating their
chemical composition and biological activities, namely the antimicrobial, antioxidant, and

antidiabetic effects.

The phytochemical screening of the studied plants revealed the presence of saponosides,
tannins, alkaloids, anthocyanosides, sterols, and tri-terpenes. The highest yieldswas
about16.08% for the aqueous extract of Panicum turgidum, 21.81% for the aqueous extract of

Warionia saharae, and 19.13% for the methanolic extract of Vitex agnus castus.

The antimicrobial activity was assessed against six bacterial strains (Gram+ and Gram-) and
four fungi, using disk diffusion and microdilution assays. The ethanolic extract of Warionias
aharae was the only active extract against all bacterial strains, except Streptococcus
agalactiae. The minimum inhibitory concentrations (MIC) against Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus were around 6.25 mg/mL and 3.125 mg/mL
against Acinetobacter baumannii. The ethanolic extract of Warionia saharae showed a
powerful effect against all tested fungal strains. Furthermore, the ethanolic and methanolic
extracts of Panicum turgidum and Vitexagnuscastus slowed the growth rate of the fungal

strains.

The evaluation of the antioxidant activity using the reduction of iron (FRAP) and DPPH free
radical scavenging assays of methanolic and ethanolic extracts of Vitex agnus castus and
Warionia saharae showed significant antioxidant potentials. Unlike, the ethanolic extract of

Panicum turgidum , which showed a very weak activity against DPPH.

The maximal of antidiabetic activity of the ethanolic extract sof Vitex agnus castus and
Warionia saharae was about 4mg/mL. Their inhibitory potentials against a amylaseand o
glucosidase were 72.05% and 58.82%respectively, and 86.06% and 88.19% at 2mg/mL.

Keywords: Extract, Warionia saharae, Vitex agnus castus , Panicum turgidum, antimicrobial

activity, antioxidant activity, antidiabetic activity.
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Introduction générale

Introduction générale

En Afrique, jusqu'a 80% de la population utilise la medecine traditionnelle pour répondre a
ses besoins de soins de santé (OMS, 2002). Précisément, dans certains pays d'Afrique, les
plantes médicinales représentent la seule source de médicaments pour prés de 90% de la
population (Anne, 2002) par ce que le continent africain est doté d'une biodiversité parmi les
plus riches dans le monde (Farombi, 2003)

La flore Algérienne est caractérisée par sa diversité florale : Méditerranéenne et Saharienne,

la région saharienne du sud-ouest Algérie est dotée d'une biodiversité trés riche, avec une
avalanche de beaucoup de plantes aromatiques utilisées comme herbes, aliments naturels et
pour des buts thérapeutiques. Ce qui a donné a la pharmacopée traditionnelle une richesse
inestimable (Kheyar et al., 2013 ; Djellouli,2017)

Un grand nombre des plantes possedent des propriétés biologiques trés intéressantes qui
trouvent des applications dans divers domaines, a savoir en meédecine, pharmacie, et
cosmétologie. Cependant, I'évaluation des propriétés phytopharmaceutiques; antioxydants ,
antimicrobiennes et antidiabétique demeure une tache trés intéressante et utile, ces plantes
représentent une nouvelle source de composeés actifs (Teixeira da Silva, 2004).

Actuellement, la phytothérapie revient en force, de plus en plus de personnes y recourent pour
se soigner, et ceci, a cause du moindre cout, mais aussi pour éviter les effets secondaires des
médicaments (Binlin, 1997) par ce que la fréquence infections microbiennes a augmenté de
facon considérable au cours des dernieres années en raison de 1’usage extensif des agents
antibactériens et antifongiques qui conduisent a la selection de souches résistances.

En effet, les plantes possédent des milliers de substances actives a l'intérieur de leurs organes
(feuilles, fleurs, racines,...) et peuvent, selon des techniques (extraction, distillation,....),
permettre l'isolation du principe actif pour I'utiliser en pharmacie. Ces remeédes naturels sont
bien souvent tres efficaces avec moins d'effets secondaires reconnus que beaucoup de
médicaments de synthése, mais peuvent néanmoins étre mortels ou toxiques pour l'organisme
lorsqu'ils sont mal utilisés (Duraffourd et al., 1997),

Toutefois, 1’évaluation des propriétés phyto-thérapeutiques comme I’activité anti-oxydantes et
antimicrobiennes demeure une tache trés intéressante et utile en particulier pour les plantes
d’une utilisation rare ou moins fréquente ou non connues dans la médecine. De ce fait nous
nous sommes intéressés a étudier trois plantes du sud ouest algérien dont le but est
d’exploiter de nouveaux composés comme alternatives aux produits chimiques.

La présente étude, vise a évaluer les activités antimicrobienne, antioxydante et antidiabétique




Introduction générale

des extraits bruts issus des parties aériennes de Warionia saharae , Vitex agnus castus et
Panicum turgidum récoltées dans la région de Bechar .

Dans la premiére partie de ce travail, nous présenterons un rappel bibliographique sur les
plantes étudiées, les substances bioactives et leurs relations avec certaines activités
biologiques.

La deuxieme partie présente les différentes matériel et méthodes d’analyses a savoir :

- Un criblage phyto-chimique extraits de Warionia saharae , Vitex agnus castus et Panicum
turgidum ;

- L’étude des activités antibactérienne antidiabétique.et antifongique,

- L’évaluation de I’activité anti-oxydante des extraits par le test de DPPH et la méthode de
FRAP ;

-La derniére partie synthétise I’illustration et la discussion des résultats obtenus. Finalement,

le travail est cloturé par une conclusion générale.




Chapitre I Généralité sur les plantes étudiées

I.1Introduction

Dans toutes les parties du globe, les civilisations ont montrées I’intérét des plantes
aromatiques en médecine, en cuisine et en parfumerie. On appelle plante médicinale toute
plante renfermant un ou plusieurs principes actifs capables de prévenir, soulager ou guérir des
maladies. Certaines plantes contenant toute une gamme de matiéres efficaces, peuvent avoir
des actions tres diffeérentes suivant leur mode de préparation (Baba arbi, 2010).

Les plantes médicinales et aromatiques sont utilisées comme tous les végétaux en médecine,
en parfumerie, en cosmétique et pour ’aromatisation culinaire. Elles font partie de notre
quotidien sans que nous le sachions. Il reste difficile de définir les molécules responsables de
I’action, bien que certains effets pharmacologiques prouvés sur l'animal aient été attribués a
des composés tels que les alcaloides des terpenes, stéroides et des composés polyphénoliques
(Makhloufi ,2012).

Certaines plantes sont toxiques et ne sont utilisées que sous des formes bien contrblées,
exclusivement commercialisées en pharmacie. L'emploi aléatoire des plantes recueillies dans

la nature peut aboutir a des intoxications graves, voir mortelles (Benarous , 2009).

La phytothérapie est le traitement par les plantes ; c’est-a-dire par la consommation ou
I’utilisation en voie externe de produits préparés a partir de plantes sans passer par une étape
de sélection des molécules, on ne consomme donc pas que le principe actif, mais tout ce que
contient la plante (Bruneton ,1999). Par ailleurs, la phytothérapie requiert une connaissance
parfaite des composants chimiques contenus dans un organe végétal et une bonne
connaissance des modes d’emploi et ceci afin de bien cibler et corriger soit les carences soit
le déséquilibre qui est lui-méme di a plusieurs facteurs. Pour mieux saisir 1’utilisation des
plantes, il faut connaitre les différentes propriétés biochimiques des différentes familles
phytochimiques (screening chimique). Pour cela certaines plantes agissent en synergie avec
leur composant en association avec d’autres plantes afin de compléter leur activité. (Roux,
2008).

1.2 Eléments actifs des plantes médicinales

Les plantes produisent un grand nombre de composés qui ne sont pas issus directement lors de
la photosynthése, mais résultent des réactions chimiques ultérieures, ces composes sont

appelés métabolites secondaires (Mohammedi ,2013).

Les métabolites secondaires sont un groupe de molécules qui interviennent dans I’adaptation

de la plante a son environnement ainsi que la régulation des symbioses et d’autres interactions
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plantes-animaux, la défense contre les prédateurs et les pathogénes, comme agents
allélopathiques ou pour attirer les agents chargés de la pollinisation ou de la dissémination des
fruits (Judd et al ., 2002).

Comme ces composés ont des effets toxiques, leur incorporation dans 1’alimentation humaine
peut étre utilisés en médecine moderne et une majorité de ceux-ci sont selon leur usage
traditionnel pour la prévention contre plusieurs maladies (cancer, maladies circulatoires, les
infections viral...), car la différence entre toxicité et effet bénéfique est généralement soit

dose ou structure- dépendant (Makkar, 2007).
1.2.1 Polyphénols

Les métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses recherches, notamment le cas des
polyphénols végétaux qui sont largement utilisés en thérapeutique comme vasoconstricteurs,
anti-inflammatoires,  inhibiteurs  enzymatiques, antioxydants, antiradicalaires, et
antimicrobiens (Hollman, 2001, Diallo, 2005, Hartmann, 2007).

Les polyphénols sont des groupes de molécules de structures variées. L’élément structural
fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est

directement lié a des groupements hydroxyles (Bruneton, 1999, Macheix et al., 2005),

Ces molécules représentent une famille de plus 8000 composés (Dacosta, 2003). lls sont
impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la
rhizogenese, la germination des graines et la maturation des fruits. Le terme de composés
phénoliques couvre un groupe tres vaste et diversifié de produits chimiques, (Hopkins, 2003;
Georgeé et al., 2005). ont classés ces composes dans les groupes en fonction du nombre

d'atomes de carbone dans la molécule.

Parmi les principales classes des composants phénoliques on retrouve les acides phénoliques
(acide caféique, acide hydroxycinnamique, acide ferulique, acide chlorogenique...), les
coumarines et on retrouve dans une grande mesure les flavonoides et les tanins (Djelaila,

2007).Le tableau ci dessous présente les principales classes.
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Tableau n° 01 : Classification des composés phénoliques. (Harborne, 1980; Macheix et al.,

1990)
Structure Classe
Cs Pheénols simple
Cs-C, Acides phénoliques et composés derives
Cs-C, Acétophénone et acides phénylacétiques
Cs-C; Acides cinnamiques, coumarines, isocoumarines,
chromones
Cis Flavanols, flavonones, anthocyanines et anthocyanidines
Csg Biflavonyles

Ce— C1— C5C6- C1- C6
Cs» C10s Ci4

Cis

Lignanes ,neolignanes
Lignine

Tanins

Benzophénones, xanthones et stilbéne
Quinones

Bétacyanines

Dimeres ou oligomeres

Polymeres

Condensé et hydrolysable

1.2.1.1 Flavonoides

Les flavonoides (Figure

sont des pigments quasiment universels végetaux

(Kandaswami et al., 2005). De nos jours, plus de 4000 flavonoides ont été identifiés et isolés

a partir des milliers d’ espéces végétales (Forkmann et Martens,2001,Yanez et al.,2007) et

possedent tous un méme squelette de base a quinze atomes de carbones constitué de deux

cycles en Cs (A et B) reliés par une chaine en C3, Presque toujours hydrosoluble

(Bruneton,1999), ils sont responsables de la coloration des fleurs, fruits et parfois des feuilles
(Ghestem et al., 2001 , Bruneton, 2003, Pierre et Gallouin, 2003).

Figure n° 01:Structure de base d'un flavonoide (Bruneton, 1999).




Chapitre I Généralité sur les plantes étudiées

Selon Hadi (2004), les flavonoides sont largement rencontrés dans le regne végétal dont ils
sont largement abondants dans les légumes a feuilles (salade, choux, épinards etc.) ainsi que

dans les téguments externes des fruits.

Les flavonoides ont été aussi reportés en tomates, cacahouéte et certaines herbes comme le
menthe, le thym (Yanez et al., 2007) ou ils peuvent étre localisés dans divers organes :
racines, tiges, bois, cuticule foliaire et dans les cellules épidermiques des feuilles (Marfak,
2003 , Hadi, 2004) . La classe des flavonoides comporte a elle seule plus de 4000 substances
qui ont été isolées et identifiées a partir des milliers des plantes (Forkmann et Martens,
2001), qu’on divise en plusieurs catégories représentées dans le tableau suivants :

Tableau n° 02 : Structure chimique de certains flavonoides représentatifs de chaque classe
(Heim et al., 2002).

Classe structure générale flavonoides typiques Substituants
Flavanol wom N Le)" (+)-catechin 3,5,7.3' 4-OH
@o (-)-epicatechin 3,5,7.3'4'-OH
OH Lpigallocatechin gallate 3.5.7,3" 4", 5-OH,3-gallate
Flavone chrysin 5,7-OH
apigenin 5,74-OH
rutin 5,7.3"4"-OH, 3-rutinose
luteolin 5.7.3'4-OH
luteolin glucosides 5,7.3'-OH, 4'-glucose
5.4'-OH, 4'.7-glucose
Flavonol kaempferol 3.5,7.4-OH
quercetin 3.5,7.3'.4'-OH
OH
myricetin 3.5,7,3'4'.5-OH
tamarixetin 3.5,7,3-OH 4"-OMe
Flavanone naringin 5,401 7-rhamnoglucose
(dihydroflavon naringenin 5,7,4'-OH
taxifolin 3,5,7,3'4-OH
eriodictyol 5,7,3'4-OH
hesperidin 3,5,3-OH,4"-OMe, 7-rutinose
Isoflavone genistin 5.4'-OH, 7-glucose
genistein 5.7,4'-OH
daidzin 4"-OH, 7-glucose
daidzein 7.4'-OH
Anthocyanidin apigenidin 5,7.4'-OH
: g B cyanidin 3,5,7.4-0H,3,5-OMe

——
o
| —
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Les flavonoides sont utilisés comme antiallergique et anti convulsions comme les flavonoides
de Thym qui sont diurétique, antibactériens et antiviraux (Jassbi, 2002, Cuyckens et Claeys,
2005). IIs jouent un role d’inhibiteurs d’enzymes (¢élastase) (Pietta, 2000 , Hamidi, 2006). En
plus ils ont un effet vaste comme anti-inflammatoires (Mehdi et al., 2007), et la capacitéde
diminuer la perméabilité des vaisseaux sanguins et de renforcer leurs résistances en raison de
leur principale propriété qui est d’étre « veinoactifs » (Pietta, 2000 ,Hamidi, 2006).
1.2.1.2 Tanins
Ce sont des substances d’origine végétale de nature biochimique non azotée. Ce sont des
composés polyphénoliques de structures variées ayant en commun la propriété de précipiter
les alcaloides, la gélatine et les protéines. La masse moléculaire des tanins est comprise entre
500 et 3000 (PM) (Ghestem et al., 2001 ,Atefeibu , 2002). Les tanins sont des substances
constituées par un mélange de glucosides et d’acide gallique. Ils sont solubles dans 1’eau,
I’alcool et dans I’acétone mais peu soluble dans 1’éther, de saveur astringente et ayant la
propriété commune de tanner la peau en la rendant imputrescible et imperméable en se fixant
sur les protéines (Barka et Ben attallah, 2010).
Les tanins sont particulierement abondants dans de nombreuses plantes utilisées dans
I’alimentation, notamment les céréales et les légumineuses (orge, haricots secs, petits pois,
caroube, sorgho) (Peronny ,2005). Parmi les fruits riches en tanins sont le cassis, la myrtille,
le raisin, la canneberge et la fraise ayant des teneurs maximales observees entre 1,2% et 0,2%
du poids frais (Bravo, 1998 ; Ghestem et al., 2001).
Les tanins sont surtout connus pour leur propriété astringente mise a profit pour stopper les
hémorragies. Ils permettent par ailleurs de lutter contre les infections du fait de leur capacité a
complexer les macromolécules, en particulier les fongiques ou virales (Benzeggouta et
semra, 2013). Les tanins également pourraient avoir une activité contre les champignons
(Chludil et al., 2002 ; Brou kouassi, 2010). lls favorisent la régénération des tissus et la
régulation de la circulation veineuse. Les tanins agissant en captant des radicaux libres
produits lors de ’oxydation lipidique (Mibindzou, 2004). On distingue habituellement deux
groupes de tanins différents par leur structures aussi bien que par leur origine biogénétiques
(Bruneton, 1999)

v' Tanins hydrolysables
Les Tanins hydrolysables sont des polyesters d’oses et d’acides phénoliques, ces tanins sont
de deux types qui sont les tanins galliques et les tanins ellagiques (Bruneton, 1999 ;Atefeibu,

2002). Dans les deux cas, la fraction osidique est estérifiée par plusieurs molécules d’acide




Chapitre I Généralité sur les plantes étudiées

ellagique (Ghestem et al., 2001 ;Kolman et Meinich, 2008).

O

HO

HO — 2 OH

O OH

O
Figure n° 02:Tanins hydrolysables (Chaabi et al., 2002).

¥v" Tanins non hydrolysables ou tanins condensées
Les tanins non hydrolysables (Figure n° 03) ont une structure plus complexe, on les appelle
également pro-anthocyanidines (Peronny, 2005).1ls ne sont hydrolysés par les acides mais en
présence d’acide forts ou d’agents d’oxydation, ils se transforment en substances rouges : les

phlobaphénes (exemple : rouge de cola) (Atefeibu ,2002 ; Belboukhari, 2007).
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Figure n° 03:Structure chimique des tanins condensées (Adigun et al., 2001).

1.2.1.3 Coumarines
Le squelette de base des coumarines (Figure 04) est constitué de deux cycles accolés de types

(C6 —C3) avec neuf atomes de carbones (Bahaz et Rachdi, 2010).Elles sont responsables de
l'odeur caractéristique du foin (Cowan,1999). Les coumarines isolées la premiere fois de
Coumarouna odorata par Vogel en (1820) .Aujourd’hui, prés de 1000 composés
coumariniquessont isolées dans plus de 800 especes de plantes et dans les micro-organismes
(Smyth et al., 2004).Les coumarines sont utilisées pour leurs propriétés vasculo-protectrices,
neurosédatives, diurétiques, stomachiques et carminatives (Hennebelle et al., 2004). lIs ont la
capacité de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes, et peroxydes. lls préviennent

également la peroxydation des lipides membranaires (Anderson et al., 1996).
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Figure n° 04 : Structure de base des coumarines.

1.2.1.4 Anthocyanosides

Les anthocyanes sont des pigments vacuolaires rouges, roses, mauves, pourpres, bleus ou
violets de la plupart des fleurs et des fruits (Bruneton, 1993). lls sont caractérisés par
I’engagement de 1’hydroxyle en position 3 dans une liaison hétérosidique (Figure n°® 05). Ces
pigments représentent des signaux visuels qui attirent les animaux pollinisateurs (insectes,
oiseaux) (Brouillard et al., 1997 in Bahorum, 1997).

Ce sont également utilisés dans les troubles de la fragilité capillaire (vigne rouge, Vitis
vinifera L.), mais aussi leur propriété d’améliorer la vision nocturne en facilitant la
régenération du pourpre rétinien (myrtille, Vaccinium myrtillusL. ; cassis, RibesnigrumL.)
(Hennebelle et al., 2004). Présente comme des couleurs brillant dans les fruits et les légumes,
les anthocyanidines ont montrés leur effet inhibiteur de la croissance des lignées cellulaires

humaines (Zhang et al., 2005).

Figure n° 05 : Structure des anthocyanosides (Brouillard et al., 1997).

1.2.1.5 Lignanes

Le terme lignane a I’origine présenté par Haworthen 1936, sont les diméres des unités de
phenylpropane (C6C4). Les lignanes constituent une classe importante de métabolites

secondaire dans le regne végétal. La distribution botanique des lignanes est large : plusieurs
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centaine des composés ont été isolés dans environ soixante—dix familles .Chez les
gymnospermes, lls sont surtout rencontrés dans les bois alors que chez les Angiospormes, ils
ont été identifiés dans tous les tissus, 1ls ont été découvert dans toutes les parties des plantes :
les racines, les feuilles, les fruites est les graines (Bahaz et Rachdi, 2010). Chez les plantes,
lignanes et néolignanes jouent sans doute un role important pour leur défense : des propriétés
antibactériennes et antifongiques. D’autres part, lignanes et néolignanes, offrent des
potentialités intéressantes dans divers domaines (Bruneton, 1999).

1.2.1.6 Quinones

Ce sont des composés oxygénés qui correspondent a I’oxydation de dérivés aromatiques avec
deux substitutions cétoniques. Elles sont caractérisés par un motif 1,4-dicéto cylohexa- 2,5-
diénique (para-quinones) ou, éventuellement, par un motif 1,2-dicéto cyclohexa-3,5- diénique
(ortho-quinones) (Bruneton, 1993). Elles sont ubiquitaire dans la nature mais inégalement
réparties chez les vegétaux supérieurs (Cowan, 1999). Nombre entre elles sont antiappétantes
et toxiques. La naphtoquinonejuglone de I'écorce de Carya ovata inhibe la croissance de
différents champignons et bactéries et est répulsive pour Scolytus multistriatus(Gilbert et
Norris, 1968).

Certaines quinones, dérivant de I’anthraquinone, sont des laxatifs stimulants. Elles sont
rencontrées dans la bourdaine (Rhamnus frangula L.), les sénés (Cassia spp.) et les aloés
(Aloespp.). D’autres activités antidépressives (hypericin), anti-protozoaires, antivirales,
antibactériennes, fongicides et antiallergiques ont été décrites et plusieurs molécules du

groupe ont une toxicité non négligeable. (Bruneton, 1993 ; Hennebelle et al., 2004).
1.2.1.7 Stilbénes

Les Stilbénes sont des composés phénoliques contenant au minimum deux noyaux
aromatiques reliés par un double liaison, formant un systéme conjugué. Cette particularité leur
confere une grande réactivité due a la résonance des électrons sur la totalité de la molécule. 1ls
abondent dans les fruits sont le trans-resvératrol et son dérivé glycolyse : le picidé, ainsi que
les diméres (Bahaz et Rachdi, 2010).

1.2.2 Alcaloides

Selon Pelletier en 1983, les alcaloides sont des composés organiques, cycliques contenant un
ou plusieurs atomes d'azote (Roberts et Wink, 1998 ;Wichtl et Antone, 2003), de structure
moléculaire complexe plus ou moins basique. Ce sont des composés azotés naturels et dont le

gout est amer. Leur syntheése a lieu au niveau du réticulum endoplasmique. (Bruneton,
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1999 ;Zenk et Juenger, 2007).

Avant quelques années, la majeure source des alcaloides était les plantes a fleurs, les
angiospermes, ou 20% des espéces y contiennent (Walton et Brown, 1999). Actuellement,
plusieurs alcaloides proviennent des animaux, insectes, organismes marins, microorganismes

et les plantes inférieures, (Roberts et Wink, 1998).

Depuis leur découverte et jusqu’a maintenant plus de 10.000 alcaloides ont été isolés, leur
classification est basée sur plusieurs criteéres : 1’origine biologique, la voie de biosynthese, la
structure et les propriétés spectroscopiques/spectrométriques (chromophores dans la
spectroscopie UV) (Hesse, 2002).

1.2.3 Terpénes
Les terpenoides sont des métabolites secondaires synthétises par les plantes, organismes
marins, les champignons et méme les animaux, ils résultent de ’enchainement de plusieurs
unités isoprénique (Gershenzon 1994 ;Bhat et al., 2005 ; Nait, 2007), lIs sont subdivisés en:
¥v" Monoterpenes (Cio) permettant de protéger la plante contre les prédateurs
(Saxena et Basit, 1982).
v Diterpenes (C2o) sont présents chez certains insectes, chez divers organismes
marins et surtout chez les vegétaux (Chaaib, 2004) ;
v Triterpenes (Cso) tels que les stérols qui sont les constituants importants des
membranes végétales (Hopkins et al., 2003) ;
v' Tetraterpénes (C40): les caroténoides sont des composés biologiques importants
présents dans les regnes végetaux, les champignons et les bactéries. (Louis,
2004) ;
v" Polyterpenes: ils sont des grandes molécules, le plus gros terpénoides connu est
le caoutchouc présent dans environ 2000 espéces végeétales (Louis, 2004).

1.2.4 Saponines
Le nom saponine dérive du mot latin « sapo », qui signifie savon, parce que ces composés

moussent une fois agités avec de I'eau (propriété tensio-active). Ils se composent d’aglycones
non polaires liés a un ou a plusieurs sucres. (Bruneton, 2003). On distingue
fondamentalement, les saponines stéroidiques et les saponines triterpéniques.

Ils manifestent des propriétés hémolytiques, antimicrobiennes, insecticides, (Vincken et al.,
2007), anti-inflammatoires et antalgiques (Ben Mahdi, 2000; Ma et al.,2005; Speroni et al.,
2005).

11
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1.2.5 Stéroides

Les stéroides sont des composants essentiels des membranes. Leur squelette est un carbure
tétracyclique: la stéarine, résultat de la condensation du cyclohexane sur le phénanthrene
réduit. Les stéroides different les uns des autres par la nature et la position des différents
groupements portés par ce noyau, par la présence éventuelle de doubles liaisons et leur
nombre. Les stéroides naturels sont répartis en quatre séries : les stérols, les acides et sels
biliaires, les stéroides hormonaux et les vitamines D et autres dérivés (Bahaz et Rachdi,
2010).

1.2.6 Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des produits odorants, généralement de composition complexe,
obtenus a partir d’une matiére premicre végétale botaniquement définie, soit par entrainement
a la vapeur d’eau, soit par distillation seche, soit par un procédé mécanique appropri¢ sans

chauffage. (Clarke, 2008).

Elles peuvent renfermer jusqu’a plusieurs centaines de substances chimiques différentes
(Figure n°06) et peut a ’extréme en comprendre jusqu’a 300 travaillant en synergie pour
donner a I’huile essentielle ses propriétés (Lahlou, 2004), les plus fréquemment rencontrés
sont les alcools, les cétones, les aldéhydes terpéniques, les esters, les éthers, les terpénes et les
oxydes (Ablajan et al., 2006).

N N\
CH,OH
| AN
A A
Gerraniol Limonéne Pinene

Figure n° 06: Quelques structures de molécules composantes des huiles essentielles.
(Lamarti et al., 1994).

1.3 Notions sur les plantes étudiées
1.3.1 Warionia saharae

1.3.1.1Description botanique et systématique de Warionia saharae

La famille des Asteraceae est répandue dans le monde entier, mais principalement dans les
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régions tempérées. Le mot aster, nom grec et latin de diverses fleurs en étoile, du grec aster,

astre. Elle regroupe plus de 25000 espéces (Bremer, 1994).
Le genre Warionia (figure n°07) est un genre monotypique des Asteraceae (tableau n°03)
endémique a la limite nord-ouest du désert du Sahara africain (Bentham, 1872). Cette plante
est reconnue sous le nom de Warionia saharae par Bentham et Cosson (1872). Warionia est
un arbuste de 1 a 3 m, avec un tronc ligneux couvert d’une épaisse écorce grise portant des
bouquets de feuilles terminales trés ondulées et des capitules de fleurs jaunes. C’est une
plante a latex qui s’écoule des blessures de 1’écorce ou au moment de la cueillette des tiges,
odeur pénétrante et agréable (Katinas et al., 1994). La plante perdant ses feuilles en
Automne, et les faits repoussés deés les premiéres pluies, elle colonise les rochers gréseux et
schisteux, délités, presque dépourvus de sols. (Audissou , 1999 ; Gdmez,2001)

Figure n°07: Warionia saharae Benth & Coss (Sellam,2012).

Tableau n°03 : Classification selon Bentham & Cosson (1866) (Audissou, 1999).

Regne Plantes
Embranchement Spermatophytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Genre Warionia
Espéce saharae

Noms Vernaculaire Kabbarlemaize
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1.3.1.2Répartition géographique de Warionia saharae
Warionia saharae est répartie au Nord Ouest Africain, au Maroc et en ouest Algérien. Sa

répartition géographique est indiquée dans la figure ci-dessous.

Lot ¥ - ..0. z 0 ‘(.
Figure n°08:Carte géographique de répartition de Warionia saharae. (Katinas et al., 2008)

1.3.1.3Utilisation traditionnel de la plante

Warionia saharae est utilisées dans la pharmacopée traditionnelle pour le traitement des
rhumatismes et le traitement des douleurs de reins, et on peut 1’utilisé comme calmant ou
drogue (Essaqui, Benaissa, 2013).Dans la médecine traditionnelle marocaine, les feuilles de
la plante sont utilisés pour traiter les maladies inflammatoires, telles que rhumatoide I'arthrite
et de troubles gastro- intestinaux (Essaqui et al., 2007). Dans le cas des arthrite les feuilles
sont pulvérisées dans I’huile d’olive en onguent ; pour les gastro-antérites et les douleurs
cardiaques les tiges et les feuilles de Warionia saharae sont utilisées en décoction. Des
extraits bruts de cette plantes ont montré activités antibactériennes et cytotoxiques contre
une lignée cellulaire de cancer (Amezouar et al., 2012).

1.3.2Panicum turgidum

1.3.2.1Description botanique et systématique de Panicum turgidum

La famille des Poacées , anciennement appelées Graminées , famille de graminées de plantes
a fleurs monocotylédones, une division de I'ordre des Poales . Les Poaceae sont la source de
nourriture la plus importante au monde. lls se classent parmi les cing premiéres familles de
plantes a fleurs en termes de nombre d'especes, mais ils sont clairement la famille la plus
abondante et la plus importante de la flore de la terre (Rahman,1988) (Clayton,2016).

Panicum turgidum (Figure n°09) se présentant en grosses touffes buissonnantes vert jaunatre,
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dépassant 1 metre de haut, Tiges se ramifiant a partir de gros nceuds ou se développent des
feuilles glauques portant a la base de larges gaines foliaires blanc jaunatre. Inflorescence en
panicules rameuses et aérées. Les épillets sont ovoides, a long mm 03/05 a 04/05. Le fruit est
une caryopse, 2 mm de long, de couleur rougeéatre (Brink, 2006 ;Quattrocchi, 2006). Il y a
environ 10 000 especes de graminées, la plupart dentre elles étant confinées a un seul
continent. Une exception, l'espéce cosmopolite Phragmites Australis, I'nerbe de roseau géante,
a la plus large gamme géographique de toute plante a fleurs.

Figure n° 09: Panicum turgidum (Tafraout,2019)

Tableaun®04:Classification de Panicum turgidum (APG 111, 2009)

Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Monocotylédones
Sous Classe Commelinidees
Ordre Poales
Famille Poaceae
Genre Panicum
Espéce turgidum
Nom vernaculaire Oumroukba, Bourakba, Tammam
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1.3.2.2 Répartition géographique de Panicum turgidum
Panicum turgidum se trouve dans I'hémisphére Nord entre 4 et 38 ° N. Il se produit en Afrique
du Nord et le nord -est, de la Mauritanie a I'ouest de la Somalie a I’Est. Il pousse également en
Arabie Saoudite, I’Iran et le Pakistan ( Quattrocchi, 2006 ).

Les petits cercles représentent des emplacements précis, les plus grands domaines mentionnés
dans la littérature. L’isohyéte 500 mm (20 *) est indiqué par une ligne en pointillés, le 250
mm (10 *) une ligne pointillée. Les zones principales du désert sont représentées par des

zones en pointillé et les montagnes par des zones hachurées
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Figure n°10:Distribution geographique de Panicum turgidum

1.3.2.3 Usages traditionnels de Panicum turgidum

Panicum turgidum est économiquement important, a cause de son utilisation :
a)Comme éliant de sable ;

b)Comme plante fourragéere dans les zones arides ;.

¢ )Comme source de céréales.

1.3.3Vitex agnus castus

Vitex agnus castus appartient a la famille VVerbénaceae, se sont des plantes dicotylédones,
comprend environ 90genres et pres de 2000 especes d'herbacées, de buisons et d'arbres. On
distingue trés communément des tiges a section quadrangulaire et un caractere aromatique di
a la présence d'huile essentielle. Les feuilles sont presque toujours opposées ou verticillées et

simples, il n'y a pas de stipules. Les fleurs sont presque toujours bisexuées et zygomorphes
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elles sont de couleur bleue, lilas, rose ou blanchatre. Le calice est synsépale et
majoritairement pentamére. La corolle est sympétale et présente généralement cing lobes
inégaux. L'androcée consiste en quatre étamines didynames soudées au tube de la corolle ou a
la zone périgyne et alternant avec les lobes. Le gynécée consiste en un seul pistil, presque
toujours composé de deux carpelles, un seul style terminal ou subterminal, comprenant
généralement quatre loculés (séparés par une fausse cloison), avec chacun un seul ovule
axillaire. Un disque nectariféere peu développé, hypogyne et symétrique est présent chez de

nombreuses especes. Le fruit est une drupe composeée de plusieurs nucules (Aissaoui, 2010).

Arbuste ou petit arbre, a tige dresse, a feuilles composées de 5 a 7 folioles lancéolées, a bords
entier d'un vert sombre en dessous et blanche en dessus, fleurs bleues ou violettes en grappe
de cymes réunies par 3 a 5 au sommet des rameaux et fruits globuleux un peu charnu
(Ozanda, 1991).

Figure n° 11:Vitex agnus castus.( Jesus,2017)

1.3.3.1Classification botanique et noms vernaculaires de Vitex agnus castus

L’espece Vitex agnus-castus possede plusieurs noms communs tels que : Gattilier, agneau
chaste, petit poivre, poivre sauvage, herbe aux poivre, arbre de poivre Agnolyt, I'agnus-
castus, Berry chaste, baie de l'arbre chaste, chastetree, chanvre arbre, le poivre de moine, les

épices indiennes (Grieve, 1973).
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Tableau n° 05: Classification systématique de Vitex agnus castus (Aissaoui, 2010).

Reégne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Verbenaceae
Genre Vitex
Espece aAgrUs castus

1.3.3.2Répartition géographique

Originaire d'Asie occidentale et du bassin méditerraneen, le gattilier est cultivé dans les zones
subtropicales et pousse désormais dans de nombreuses régions. On le multiplie par semis au
printemps ou en automne. On cueillent ses baies madres en automne (Iserin, 2001).

En Algérie, cette espéce est largement répondue au Sahara (Gattilier ou « kherouaa »), au sud

oranais et les vallées de Zouzfana (Ozanda, 1991).

1.3.3.3Usage traditionnel de Vitex agnus castus

Le gattilier est l'une des principales plantes qui régularisent la production d'’hormones
féminines. En stimulant l'activité progestative, il équilibre la production de progestérone et
d'eestrogenes durant le cycle menstruel (Travlos et Karamanos, 2007). En Occident, on
prescrit le gattilier pour traiter divers troubles féminins, qu'il s'agisse du syndrome
prémenstruel, de regles irréguliéres ou absentes. En cas de syndrome prémenstruel, cette
plante doit étre administrée durant plusieurs mois pour s'avérer efficace et faire disparaitre les
gonflements douloureux des seins, l'irritabilité et les états dépressifs. Il favoriserait la
conception en cas de stérilité due a un taux de progestérone insuffisant (Iserin, 2001).

Des travaux in vitro suggérent que Vitex agnus castus peut inhiber la croissance des cancers
du sein, des ovaires, col de l'utérus, de I'estomac, du colon et des cellules de cancer du

poumon (Ohyama , 2003) .
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I.4.Activités biologiques étudiées

I.4.1Activité antimicrobienne
1.4.1.1Généralités

Les plantes contiennent des produits chimiques naturels, nommés phytochimiques, lesquels
sont reconnus pour démontrer des activités antimicrobiennes. Les phytochimiques ont des
propriétés protectrices et préventives contre des maladies. Les végétaux ont longuement été
une source importante de produits naturels utilisés pour la santé.. Des scientifiques, tels que
Jones et coll (2000) ont basé la sélection de plantes pour leur recherche a I’aide
d’informations ethnobotaniques, ainsi que leur utilisation par le peuple indigene. 11 s’ensuit

que les produits naturels derivés des vegétaux devraient étre étudiés davantage pour

découvrir leur potentiel antimicrobien.(Janique et al.,2015)

1.4.1.2Apercu des méthodes d’étude de ’activité antimicrobienne
L'examen des données bibliographiques fait apparaitre la diversité des méthodologies

utilisées pour mettre en évidence l'activité antimicrobienne.

» Aromatogramme: La technique consiste a utiliser des disques de papiers imprégnés
de différentes substances a tester, puis déposés a la surface d'une gélose uniformément
ensemencee avec une suspension de la bactérie a étudier. Apres incubation, les colonies
se développent a la surface de la gélose laissant des zones vierges autour des disques
appelées zones d'inhibition. Le diametre de ces zones d'inhibition est proportionnel a
l'activité bactériostatique des extraits a tester sur le germe étudié. (Guerin Faublee et
Carret, 1999).

»  Méthode de diffusion en puits: méthode proposée par Cooper &Woodman en 1946
et, reprise par Shroeder et Messing en (1949). Elle assure une diffusion radiale de I'H.E a
partir d'un puit en donnant une zone d'inhibition claire facilement mesurable. La méthode
consiste a découper un trou circulaire dans la gélose et y verser une solution de
concentration connue. L'H.E diffuse radialement en donnant une zone d'inhibition
circulaire a la surface de la gélose préalablement ensemencée avec la suspension
microbienne (Eymard, 2003).

» Méthode de dilution :les extraits a tester peuvent également étre directement
mélangés en concentration connue au milieu de culture, gu'il soit solide liquide. Le milieu

est ensuite inoculé a un taux déterminé de microorganismes. Apres incubation, on note la
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présence ou l'absence de culture, le degré d'inhibition est en rapport avec la turbidité du
milieu (Robert et Demuet, 1995).

» Méthode de miro-athmosphére: cette technique consiste a cultiver les microorganismes
a tester dans les boites de Pétri sur milieu de culture approprié. La différence réside
principalement dans la position du disque imprégné d'H.E qui est déposé au centre du
couvercle de la boite de Pétri, renversée apres fixation de I'H.E sur le disque. Celui-ci
n'est donc pas en contact avec le milieu gélosé. L'huile s'évapore dans I'atmosphére de la
boite, et peut exercer son effet inhibiteur sur les microorganismes testés (Sanchez-Moreno
, Larrauti, 1998 ; Pibiri, 2006).

I.4.2Activité antioxydante

1.4.2.1Généralites

Les antioxydants naturels sont présents dans plusieurs plantes supérieures et dans toutes les
parties de la plante. Ce sont pour la plupart des composés phénoliques Parmi ces composes on
trouve les flavonoides qui représentent la classe de substances la plus étudiée (Bors et Saran,
1990, Favier, 2003, Lahouel et al., 2006). N’oublions cependant pas de mentionner d’autres
classes de substances telles que les xanthones, les coumarines, les caroténoides, les derivés de
I’acide hydroxycinnamique et les lignanes pour lesquelles on a également pu établir des
activités antioxydantes. (Miller et al., 1996, Marc et al., 2004 , Diallo, 2005).

1.4.2.2Méthodes d'évaluation des propriétés antioxydantes in vitro

Plusieurs méthodes sont disponibles pour mesurer l'activité antioxydante des aliments et les
systemes biologiques (Ali et al., 2008 , Scherer et Godoy, 2009). Elles peuvent étre classées
en deux groupes selon deux mécanismes : soit par le transfert d’atome d’hydrogene, soit par
le transfert d’un simple électron (Sanchez-Moreno, 2002 ; Huang et al., 2005).Parmi ces
techniques, nous citons :

v" La méthode d’ORAC (Capacité d’absorbance du radical de I’oxygene) (Cao et al.,
1993).

v La méthode d’ABTS (2,2-azinobis 3-éthyle-benzothiazoline-6-sulphonate) ou
TEAC (Capacité antioxydante équivalente de Trolox) (Miller et al., 1996).

v' La méthode FRAP (Capacités réductrices ferriques d’antioxydants) (Benzie et
Strain, 1996).

v' La méthode du radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (Brand-Williams et
al., 1995)

v' La méthode de DMPD (Balayage du radical cation N,N-dimethyl-p-
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phenylenediamine) (Li et al., 1994);

v' La méthode TOSC (Capacité du piégeage des oxy-radicaux totaux) (Winston et al.,
1998).

v' La méthode TRAP (Parametre du piégeage du radical total) (Wayner et al., 1985);

v" La méthode photochémiluminescence (PCL) (Popov et al., 1987);

v" La méthode d'hémolyse (Charfi, 1995).
1.4.3Activité antidiabétique
1.4.3.1Généralités sur a amylase et o glucosidase
Il existe plusieurs types d’enzymes intervenant dans le métabolisme des oses surtout celles
agissant dans le catabolisme de ces derniers pendant la digestion. L alpha-amylase et ’alpha-
glucosidase interviennent dans 1’hydrolyse des glucides. Elles offrent de nombreuses
possibilites d'applications dans différents domaines, en industries agroalimentaires (industries
laitieres, biscuiteries, charcuterie, patisserie...), en industries chimiques (détergents et
textiles), en clinique (enzymes réactifs, enzymothérapies par des protéines recombinantes),
dans la recherche (protéomique et en génomique) et autres (Gupta et al.,, 2003).
1.4.3.1.1Alpha-amylase
-Définition et nomenclature
L’a-amylase comme toutes les enzymes est une macromolécule appartenant a la classe des
proteines globulaires (Dakhmouche et al., 2021). Elle est une enzyme ubiquitaire, synthétisée
chez tous les étres vivants (Merabti, 2006),appartenant a la classe des hydrolases qui catalyse
I'étape initiale d'hydrolyse des liaisons a-1,4-glycosidiques dans I'amidon, le glycogene, et
d'autres oligo et polysaccharides (Kato et al., 2017). Les a-amylases pouvant étre divisées en
deux catégories endomylases et exomylases.
Les endomylases catalysent ’hydrolyse a I’intérieur de la molécule d’amidon d’une manicre
aléatoire, cette action provoque la formation d’oligosaccharides linéaires et ramifiés de divers
longueurs de chaine. Les exomylases hydrolysent 1’extrémité non réductrice, pour donner
successivement des produits finaux plus courts (Gupta et al., 2003).
Nom systématique _-1,4-glucan-4-glucanohydrolase
Nom codifié EC 3.2.1.1
Nom recommandé a- amylase

Autres noms endoamylase, thermolase, amylotherm,amylopsin, ptyalin. (Kato et al., 2017).
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Figure n° 12: Structure tridimensionnelle de I’a— amylase (Payan, 2004)
1.4.3.1.2Alpha-glucosidase
-Définition et nomenclature
Les a-glucosidases (EC 3.2.1.20, a-D-glucoside glucohydrolase) sont définies comme des
exo-glycosidases catalysant majoritairement 1’hydrolyse des liaisons a-1,4-glucosidiques d’un
substrat pour libérer un a-D-glucose.
Elles peuvent également catalyser des reactions de transglycosylation pour synthétiser des
composés a-D-glucosylés (Dejob, 2013). Le role principal de ces enzymes qui sont présentes
dans la bordure en brosse de lintestin gréle est la digestion des oligosaccharides en
monosaccharides (Wu et al., 2018).Ces enzymes sont retrouvées dans six familles différentes
de glycoside a savoir glucoside hydrolase 4, 13, 31, 63, 97 et122 (Dejob, 2013).
Selon la nomenclature établie par I'Union Internationale de Biochimie et de Biologie
Moleculaire (IUBMB) est basée sur la spécificité de substrat, les glycosidases font partie de la
famille EC 3.2.1., dans laquelle le chiffre 3 correspond aux hydrolases, le chiffre 2 aux

glycosylases et le chiffre 1 aux O- et S-glycosidases (David et al., 2017).
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1.1 Introduction

Ce travail s’intéresse a la valorisation de trois plantes médicinales poussant a 1’état
spontané dans la région de Béchar (Panicum turgidum , Warionia saharae et Vitex agnus

castus) par I’étude de leurs activités antimicrobiennes , antioxydantes et antidiabétiques.

Les plantes fraichement récoltées sont laissées sécher a ’'ombre dans un endroit aéré pendant
7 al5 jours, puis broyer au mortier, les poudres ainsi obtenus sont ensuite conservées dans des

flacons hermétiquement fermés jusqu’a I'utilisation.

Ce travail est réalisé au niveau de laboratoire pédagogique de I'université Tahri Mohamed
Bechar, le laboratoire de recherche VRVSA valorisation des ressources végétale et sécurité
alimentaire, et le laboratoire d’Antibiotique, antifongique, physico-chimie, synthése et

activités biologiques, université de Tlemcen.

11.2 Criblage phyto-chimique des trois plantes

11.2.1 Origine géographique et période de récolte des plantes étudiées

La Wilaya de Béchar se situe au sud-ouest du territoire national (figure n°® 13). Elle est
limitée a I'Ouest par le Royaume du Maroc, au Nord par les Wilayas de Nadma, a I’Est la
Wilaya d'El Bayadh et au Sud par les Wilayas de Béni Abbés. Avec une superficie de61.000
Km? (Rezzoug et al.,2016).La Wilaya de Béchar est caractérisée par un climat de type
désertique continental, sec et chaud en été et froid en hiver. Les vents de sable sont fréquents
et souvent violents. En général, le climat de la zone est délimitée par Béni Ounif au nord et le
parallele d’Igli au sud; trés chaude en été et froid rude en hiver. Les précipitations sont un peu
plus de 100 mm/an. ( Oubadi et al.,2020) .
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Figure n° 13 : Carte de la région de collecte des échantillons (google maps, 2022)

11.2.2 Matériel végétal

Les especes sélectionnées ont été récoltées en pleine floraison. La recolte des Vitex agnus
castus (Figure n° 14) et Warionia saharae (Figure n° 15) est effectuée durant la période allant
de mois de Février jusqu’ a I’Avril 2014dans la région de Djedida environ 70 km au Nord-Est
de la Wilaya et a Djebel Béchar (Longitude 2° 13’ 00”ouest ;Latitude 31° 37’ 00" nord)
respectivement. La récolte de Panicum turgidum (Figure n°16) est effectuée durant le mois de
Février 2014au niveau de la Hamada de Ouledkhoudir & 400 km Sud de la Willaya de

Bechar.
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Figure n°16:Panicum turgidum de la région Ouledkhoudir (Photo originale, 2018)
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11.2.3 Screening phytochimique
» Principe

Le screening phytochimique est I’ensemble des méthodes et techniques de préparation et
d’analyse des substances organiques naturelles de la plante. Il s’agit d’une analyse qualitatifs
de quelques groupes chimiques ou métabolites secondaire basée sur les réactions de
coloration et/ ou de précipitation. Les tests phytochimiques sont réalisés selon le protocole

décrit par Haddouchi et al (2007) et sont présentés dans ’annexe.

11.2.3.1 Préparation des extraits

Les extraits des trois plantes étudiées (tiges et feuilles) ont été préparés comme suit :
> Préparation de I'extrait aqueux

Cinguante grammes de poudre de la plante est portée a I'ébullition pendant 20 min a reflux
dans 1000 ml d'eau distillée (Sqalli et al., 2007).Apres filtration ; I'extrait est ensuite évaporé

a sec et récupérer dans de I'eau distillée stérile.
> Préparation de I'extrait éthanolique et methanolique

Quinze grammes de poudre de la plante est macere dans 100 ml de I'éthanol & 95 % pendant
24 h a l'ombre de la lumiére (Sqalli et al., 2007). L'extrait est filtré et séché a 65°C a poids

constant.
> Préparation de I'extrait hexanique

La cartouche contenant la prise dessai (15 g de la poudre de la plante) est placée dans
I'appareil Soxhlet, le ballon d'extraction (250 ml) est rempli avec 180 ml d’hexane. On regle
ensuite la température de chauffe-ballon du Soxhlet a 69 °C. Apres 2 h d'extraction, le produit
est séparé du solvant a l'aide d'un Rotavapor (NF V 03-905) (Amezouar et al., 2012).

Ensuite, le résidu est dissout dans I'hexane.
> Préparation de I'extrait d'acétate d'éthyle

Cinquante grammes de poudre de la plante sont macérés pendant 4 heures a 90°C dans 200 ml
Ethanol/Eau (v/v). Puis le filtrat est concentré a 45°C pour éliminer la phase éthanolique. Le
résidu est extrait trois fois par I'acétate d'éthyle. La phase d'acétate obtenue par décantation et

elle est évaporée a sec (Amezouar et al., 2012) ; et le résidu est récupere dans l'eau distillée
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stérile. La figure n°17, illustre les étapes d'extraction des différentes familles de composés

chimiques nécessite l'utilisation des solvants de polarités différentes (eau, éthanol et éther
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L:‘J Wagner)
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Figure n°17:Etapes du screening phytochimique (Makhloufi, 2012)
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11.2.3.2 Calcule du rendement

Le pourcentage en extrait des plantes est calculé par la formule suivante :

| Ro%=(PIP) x 100 |

R (%) : Rendement exprimé en %.

P: Poids en gramme de I’extrait sec résultant

Po: Masse en gramme du matériel végétal a traiter
I1.3Etude des activités biologiques

I1.3.1Evaluation in vitro de ’activité antibactérienne

Le test de sensibilité des extraits des trois plantes étudiées est effectué selon deux méthodes ;
la méthode de diffusion sur disque en milieu Mueller-Hinton, comme un test préliminaire, et
la méthode de microdilution pour déterminer la concentration inhibitrice CMI a partir d’une

gamme de concentration dans le bouillon convenable.
» Souches bactériennes testées

Pour mettre en évidence la capacité antibactérienne des fractions des extraits, un total de six
souches bactérienne (Tableau n° 06) ont été utilisé (3bactéries a Gram+ et 3 a Gram-).Les

souches ont été fournies par I’institut Pasteur d’Alger.

Tableau n°06 : Souches bactériennes testées

Type Espéce code Famille

Bactéries a Gram | Pseudomonas aerigenosa ATCC10145 | Pseudomonadaceae

négatif Escherichia coli ATCC25922 | Enterobacteriaceae
Acinetobacter baumannii ATCC19605 | Moraxellaceae

Bactéries a Gram | Enterococcus faecalis ATCC51299 | Enterococcaceae

positif Streptococcus agalactiae ATCC12386 | Streptococcaceae
Staphylococcus aureus NTC12493 | Staphylococcaceae
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11.3.1.1 Etude du comportement des souches vis-a-vis des antibiotiques(Antibiogramme)
» Principe

La sensibilité bactérienne aux antibiotiques peut étre quantifiée par un antibiogramme. Le but
de la réalisation d’un antibiogramme est de définir la sensibilité d’un germe a un ou plusieurs

antibiotiques alors un contexte thérapeutique.

La sensibilité a I’antibiotique est étudiée par la méthode de diffusion sur milieu solide selon la
recommandation du comité de I’antibiogramme de la société francaise de microbiologie
(CASFM 2012).

» Mise en ceuvre pratique

> Milieu de culture

Le milieu qui permet la croissance de la majorité des especes bactériennes est celui de

Mueller-Hinton et ne contient pas d’inhibiteurs des antibiotiques.
» Préparation de I’inoculum

On prépare une suspension bactérienne d’une culture jeune et pure agée de 18 a 24 H dans
I’eau physiologique stérile (9% NaCl) de facon a obtenir un inoculum d’une opacité

équivalente a une DO de 0.08 a 0.1 lue a 625 nm
» Ensemencement

Un écouvillon stérile et introduit dans I’inoculum, puis rejeter 1’exceés par pression sur les
paroi du tube, ensemencer la gélose de facon a faire passer 1’écouvillon 2 a 3 fois sur toute la
surface en tournant la boite 3 fois de 60°fin d’assurer une bonne dispersion, laisser sécher les

boites avant le dép6t des disque.
> Dep6t des disques et incubation

Poser les disques en appuyant légérement pour qu’ils adhérent bien a la gélose, les disposer a

15 mm de la périphérique de la boite, pour que les zones d’inhibition ne chevauchent pas.
» Lecture

Mesurer la zone d’inhibition en millimétre se rapporter aux tableaux d’interprétation des
zones d’inhibition, fournis par les fabricant de disque d’antibiotique pour eétablir les

corrélation entre la zone d’inhibition et la concentration minimale inhibitrice (CMI)
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» Choix des antibiotiques utilisés

Selon la recommandation du CNSFM (2012) le choix des antibiotiques testés sur les souches
bactériennes utilisées repose sur I’indentification du genre et le spectre d’activité de chaque

antibiotique.

Dans notre travail les disques d’antibiotiques utilisés sont I’Ampicilline (10 ug) Gentamicine
(120ug), Pristinamycine (15ug), Ofloxacine (5 ug), Fosfomycine (200ug), Rifampicine

(30ug), ils ont été sélectionnés selon leurs disponibilités.
11.3.1.2 Etude du comportement des bactéries vis-a-vis les extraits

Evaluation qualitative de I’activité antibactérienne par la méthode d’antibiogramme permet de
déterminer D’activité inhibitrice des extraits par la mesure du diamétre d’inhibition au tour

d’un disque imprégné de celle-ci (Vincent, 1991)
» Principe

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du compose a effet anti bactérien en milieu
solide dans une boite de Pétri aprés un contact entre le micro-organisme et le produit, I’effet

de ce dernier sur la cible est en fonction du diameétre d’inhibition (Cavallo et al., 2007)

» Mise en ceuvre pratique

» Milieu de culture

Le bouillon nutritif est utilisé pour la vérification de la vitalité des bactéries. La gélose
nutritive est utilisée pour la conservation des souches, la gélose Mueller Hinton est utilisée

dans les tests de sensibilité.
> Préparation des disques

Des disques préparer en papier Watman n°3 de 6 mm de diametre sont stérilisés a 120°C

pendant 20 min dans des tubes en verre hermétiques jusqu’a 1’utilisation.
> Préparation des précultures

Les souches a tester ont été suspendus dans du bouillon nutritif puis incubées a 37°C afin de
vérifier leurs viabilité, aprés 24h des gouttelettes de la suspension ont été ensemencées sur

gélose nutritive puis incubées pendant 18 a 24 h a 37°C .
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» Préparation de I’inoculum

Apres incubation les colonies sont mises en suspension dans 1’eau physiologique jusqu’a une

densité optique de 0.08 4 0.1 a 625 nm (Gulluce et al ., 2006) .
» Mode opératoire

Les extraits secs des plantes étudiées en été solubilisés dans DMSO(le diméthylsulfoxyde
noté aussi DMSO est un solvant de formule CoHOS. 15 ml des géloses Mueller Hinton en
surfusion sont coulés dans des boites de pétrie. Aprés solidification un volume de 100 pl de
chaque suspension bactérienne est étalée a la surface du milieu gélosé a I’aide d’un réateau,
puis les disques stériles sont prélevés et imprégné avec 15ul de I’extrait et ensuite sont
déposes sur la gélose (Murray et al., 1995 ;Gulluce et al ., 2006), elles sont mise a I’étuve a
température 37°C pd 24h, chaque essai est réalisé en triplica.

» Lecture

La lecture est faite par la mesure du diamétre d’inhibition autour de chaque disque a 1’aide
d’une regle en mesurant la moyenne de deux diamétres perpendiculaires passant par le centre

du disque,

11.3.1.3 Evaluation quantitative de ’activité antibactérienne par la méthode de micro

dilution en milieu liquide
» Principe

C’est une méthode quantitative permet de déterminer la concentration minimale inhibitrice
CMI. La methode utilisée est c’elle de Koneman et al (1997) et rapporter par Oke et al

(2009). La CMI est étudiée seulement pour les micro-organismes sensibles aux extraits.
» Mise en ceuvre pratique

Les extraits sont solubilisés dans le DMSO pour avoir la solution mére, une série de dilutions
de raison géométrique 2 est réalisée extemporanément dans le bouillon Mueller Hinton a

partir de la solution mére pour avoir la gamme de concentration de 50 a 0.4 mg /ml

La CMI est effectuée dans les plaques de 96 puits selon la méthode de microdilution, chaque
puits est inoculé avec 95 pl de BMH, 100 ul de I’extrait et 5 pl de la suspension bactérienne
contenant 108 CFU/ml. Le volume final dans chaque puits est de 200 pl, le control positif est

préparé en melangent 195 pl MHB et 5 pl inoculum, quant au négatifl00 pl de I’extrait et 100
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ul BMH sans inoculum. Les microplaques sont ensuite recouvertes et incubées a 37°C
pendant 24h,

Pour déterminer les concentrations minimales bactéricide CMB, 10 pl sont prélevés des puits
dont aucun changement de couleur n’est observe, puis sont ensemencés sur milieu gélosé est
incubés a 37°C pendant 24h.

11.3.1.4 Expression des resultats

En utilise I’indicateur coloré: Nitro Blue Tetrazolium (NBT sigma aldritch) a une

concentration de 2mg /ml

A la lecture, I’obtention d’une couleur bleu indique une multiplication bactérienne, la
persistance de la couleur jaune initiale indique ’absence de la croissance, la CMI est égale a
la plus petite concentration qui n’a pas montré un changement de couleur (Peskin et
Winterbourn, 2000, Sharma et al., 2012).

11.3.1.5 Détermination de la concentration minimale bactéricide CMB

A la surface de la gélose GN coulée en boite de pétri s’effectue I’ensemencement de 10 pl de
suspension prélevés a partir des puits sans croissance visible, la méme chose pour les témoins
positif et négatif, les extraits sont incubées a 37°C pendant 24h,a la lecture la CMB de
chaque extrait est déduite a partir de la 1°" boité dépourvue de bactérie. Chaque expeérience est

réalisée 3 fois (Licina et al., 2013)
» Caracteres bactéricides et bactériostatique

Pour définir les caracteres bactéricides ou bactériostatiques il faut calculer le rapport

CMBJ/CMI, si le rapport et inferieur a 4 I’extrait est considéré bactéricide (Guinoiseau, 2010),

Pour d’autre critére si les valeurs de CMB sont équivalentes aux valeurs de CMI cela
implique I’effet bactéricide, si les valeurs CMB sont supérieurs aux valeurs CMI cela signifie

I’effet bactériostatique (Randrianari-velo, 2010)
11.3.2Evaluation in vitro de I’activité antifongique

Cette partie est consacrée a étudier I’activité antifongique de quatre extraits de Warionia
saharae Benth et Coss , Vitex agnus castus et Panicum turgidum sur quatre souches fongiques
ont été isolées du blé et sont fourni par le laboratoire de recherche VRVSA de I'université de

Béchar : Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Penicillium sp et Fusarium sp,
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> Vérification de la pureté des souches
L’identification des genres de moisissureS (annexe) repose sur :

-Des caractéres culturaux (macroscopique) : vitesse de croissance, couleur et texture des

thalles. ..

-Des observations microscopiques : Technique de micro culture
» Conservation des souches

Les souches pures sont conservées a +4°C sur milieu PDAac incliné.
» Milieux de culture

Le milieu utilise pour I’incubation, I’entretien et la réalisation de 1’antifongigramme pour les

moisissures est le PDA (Potato Dextrose Agar).

» Meéthode de diffusion en disque
L'activité antimicrobienne qualitative a été réalisée par la méthode de diffusion de disque
(Makhloufi et al. , 2012). La méthode de diffusion sur disque d'agar a eté employee pour
déterminer les activités antifongiques des extraits. En bref, les cultures fongiques ont été
cultivees sur PDA. Le tapis mycélien de la culture de 7 jours a été lavé et suspendu dans une
solution saline normale. Les unités formant colonies (UFC/ml) de la suspension fongique
testée ont été déterminées, et I'inoculum testé a été ajusté a 106 UFC/ml. Ces conidies ont été
utilisées pour les tests antifongiques (Terfaya et al., 2019). Les inocula (0,1 ml) ont éte
appliqués sur la surface de la plaque PDA et étalés a l'aide d'un etaleur en verre stérile
(Bansod et Rai, 2008 ; Bendjima et al., 2020). Les diametres des zones d'inhibition ont été
mesurés en millimétres. Des disques de test témoins ont également été utilisés ; tous les tests
ont été réalisés en triplicata (Akermi et al., 2018 ; Mezouari et al., 2019).

» Concentration minimale inhibitrice des extraits
Des dilutions croissantes des extraits ont éte réalisées dans le milieu PDA ac, inoculé avec un
inoculum calibré de la souche a tester. Les tests antifongiques ont été réalisés selon la
méthode rapportée par Terfaya et al., (2019). L'activité antifongique évaluée par la méthode
du contact direct a été réalisée dans des boites de Pétri contenant du PDA. Les extraits et les
milieux de culture ont été mélangés a différentes concentrations. Puis, ils ont été inoculés
avec une suspension de champignon obtenue a partir d'une culture pure et incubés a 25 °C

pendant 7 jours. Le diamétre de la colonie fongique a été obtenu en faisant la moyenne de
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deux diametres perpendiculaires par rapport aux bofites de Pétri témoins (Makhloufi et
al.,2012, Terfaya et al., 2019). Aprés incubation, la concentration la plus faible dans la
gamme produisant l'inhibition de la culture mycélienne est appelée la CMI (Abdel Massih et
al., 2010). .

> Fractionnement de I’extrait éthanolique

» Principe

La chromatographie de maniére générale est une méthode physique de séparation basée sur
les différences d’affinités des substances a analyser a 1’egard de deux phases, I’une

stationnaire ou fixe et I’autre mobile (Edith et al.,1988 , Audigié et al., 1995 ).

Selon la technique mise en jeu, la séparation des composants entrainés par la phase mobile,
résulte soit de leur adsorption et de leur désorption successive sur la phase stationnaire, soit de

leur différentes solubilité dans chaque phase (Edith et al. ,1988).

La CCM est une chromatographie d’adsorption. Les substances les plus solubles dans laphase

mobile se déplacent plus facilement que celles qui le sont moins (Audigié et al., 1995).
» Mode opératoire

Un extrait brut a été fractionné sur une colonne contenant le gel de silice en utilisant trois
solvants de différentes polarités (figure n°18).Les fractions sont éluées en gradient de polarité
dont les solvants utilisés sont : 1’éthanol, 1’acétate d’éthyle et ’hexane pour obtenir des

fractions en fonction de couleur.

Figure n°18: Colonne de fractionnement.
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Les fractions résultantes ont été ensuite séparées par chromatographie sur couche mince
(CCM) en utilisant une phase de migration (éthanol / acétate d’éthyle / hexane :v/v/v) et
révélés sous la lampe UV. Les molécules exposées sont identifiées par calcul de Rf. Les
fractions semblables ont été arrangées et évaporées a sec pour tester leurs activités sur les

souches fongiques.
> Ensemencement et lecture

A T’aide d’une pipette pasteur, les boites ont été inoculées par dép6t au centre d’une goutte a

partir de suspension sporale. Des témoins négatifs sont effectués en paralléle.

L’incubation est effectuée a 27°C pendant 7 jours et la lecture est réalisée par mesure de

croissance radiale en centimetre.
11.3.3Evaluation de ’activité antioxydante

11.3.3.1Evaluation de P’activité antioxydante par la méthode du Piégeage du radical

libre

L’¢étude de I’activité antioxydante des différentes extraits est faite par la méthode qui utilise le
DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) comme un radical libre selon le Protocol décrit par Licina et
al (2013) pour cela nous avons deux approches : la determination du pourcentage d’inhibition,
et la détermination de la réduction relative du radical DPPH a un temps de référence, ou la

détermination de la qualité d’antioxydant nécessaire pour réduire 50% de DPPH.
» Principe

Cette méthode est basé sur la réduction d’un radical libre tres stable : le 2.2-Diphenyl-1-picryl
hydrazyl (DPPH) en présence d’un antioxydant donneur, ce dernier est réduit a la forme

d’hydrazine (non radical) en acceptons un atome d’hydrogene.

La réduction du radical libre DPPH par un antioxydant est suivie par spectrophotométrie, en

mesurant la diminution de I’absorbance a 517 nm provoqué par la présence d’un donneur

d’hydrogéne (Burits et Bucar, 2000)

Le DPPH (figure n° 19) est initialement violet et il se décolore lorsque I’électron célibataire
S’apparie. Cette décoloration représente la capacité des composé phénoliques a piéger ces

radicaux libres indépendamment de toutes activités enzymatique ce test permet d’avoir des
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information sur le pouvoir antiradicalaire des différentes substances phénolique de nos
extraits (Molyneux, 2004)

NO,
’ Anti ox)fdant
O:N p\—N NH_N

NO,

Figure n°19:Réduction du radical libre DPPH (Molyneux, 2004).
» Mise en ceuvre pratique

Selon le protocole décrit par Mansouri et al (2005), la solution de DPPH est préparée par
solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol absolu. 50 pl des solutions
d’extraits ou standard (acide ascorbique) sont ajoutés a 950 pul DPPH, le mélange est laissé a
I’obscurité pendant 30 min et la décoloration par rapport au contrdle négatif contenant la
solution de DPPH et du méthanol est mesurée a 517 nm. L’activité anti-radicalaire est estimée

selon 1’équation ci-dessous :

% Inhibition= Abs Control — Abs échantillon x 100
Abs Control

Abs control : Absorbance du blanc (contenant tous les réactifs excepté le composé d'essai).
Abs échantillon : Absorbance du composé d'essai.
Les résultats sont la moyenne de deux mesures séparées + écart type.

» Calcul des IC50

IC50 (concentration inhibitrice de 50 %), est la concentration de I’échantillon testé nécessaire
pour réduire 50% de radical DPPH. Les IC50 sont calculées graphiquement par des
pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits testées
(Torres et al., 2006).

N.B: L’acide ascorbique est utilis¢ comme contrdle positif pour la méthode de 1’évaluation de

’activité antioxydante et aux mémes conditions expérimentales.
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11.3.3.2Evaluation de Pactivité antioxydante par la méthode de FRAP
» Principe

Le pouvoir réducteur du fer (Fe**) dans les extraits est déterminé selon la méthode décrite par
Oyaizu (1986) basée sur la réaction chimique de réduction du Fe*3 présent dans le complexe
Ferrocyanure de potassium en Fe *2. L'absorbance du milieu réactionnel est déterminé a une
longueur d'onde 1700 nm. Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation
du pouvoir réducteur des extraits testes.

» Mise en ceuvre pratique

Un millilitre de I’extrait a différentes concentrations (de 0,1a 0.6 mg/ml) est mélangé avec
2,5ml d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5ml d’une solution de
ferricyanure de potassium KsFe(CN)e a 1%.

L’ensemble est incubé au bain-marie a 50°C pendant 20 min ensuite, 2.5ml d’acide
trichloroacétique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction et les tubes sont centrifugés a
3000 rpm pendant 10min. Un aliquote (2,5ml) de surnageant est combinée avec 2,5ml d’cau
distillée et 0,5ml d’une solution aqueuse de FeClz a 0,1%.

La lecture de I’absorbance du milieu reéactionnel se fait a 700nm contre un blanc
semblablement préparé, en remplacant 1’extrait par de 1’eau distillée qui permet de calibrer
I’appareil (UV-VIS spectrophotomeétre). Le contrdle positif est représenté par une solution
d’un antioxydant standard ; ’acide ascorbique dont ’absorbance a été mesuré dans les mémes
conditions que les échantillons. Une augmentation de I’absorbance correspond a une

augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Singleton et Rossi ,1965).

> Expression des résultats

Les résultats obtenus sous forme de courbe de régression linéaire permettent de calculer CE50
qui correspond a une absorbance égale a 0,5.

CES50 est la concentration efficace de I’extrait ou standard qui donne une réponse demi-
maximale.

La concentration efficace de 50% de la réduction ferrique (CI50) est exprimée en mg/ml
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11.3.4Evaluation in vitro de I’activité antidiabétique

L’évaluation in vitro de I’activité antidiabétique a été réalisée au niveau de laboratoire
Antibiotics Antifungal Laboratory, Physical-Chemistry, Synthesis and Biological Activity
(LAPSAB) de I'université Aboubakr Belkaid Tlemcen.

Les extraits ethanoliques de la partie aérienne des deux plantes Warionia saharae et Vitex
agnus castus ont été évalués pour leur activité antidiabétique in vitro par les tests d’inhibition
enzymatique o amylase et o glucosidase a une concentration de 8mg/ml. L’acarbose «
LARIMEL®50 » est un antidiabétique oral commercialisé utilisé comme control positif dans
les tests enzymatique afin de comparer son activité inhibitrice pour o amylase et o glucosidase
par rapport a celle des extraits, il joue le réle d’un faux substrat qui retard I’hydrolyse des
glucides complexes ce qui conduit a une absorption plus lente avec une réduction de la

glycémie postprandiale. (Lebovitz, 1997, Defronzo1999).
11.3.4.1Recherche d’effet inhibiteur vis-a-vis I’enzyme o amylase

Nous avons utilis¢ ’enzyme o amylase d’origine porcine E.C3.2.1.1 (de Sigma-Aldrich
Chemical, A3176) sous forme lyophilisée, avec un poids moléculaire de 13000 Da et une
activité spécifique de 13 Ul/mg. Le substrat est ’amidon de pomme de terre soluble et les

produits sont : les oligosaccharides, dextrines et maltose (Worthington, 1988).
» Principe

Nous avons testé 1’effet inhibiteur des extraits de Warionia saharae et Vitex agnus castus sur
I’activité a amylase selon le protocole Thalapaneni et al (2008) qui prend en compte le
caractére réducteur des groupements aldéhyde et cétones libres des sucres en milieu alcalin
chaud. L’oxydation de ces fonctions provoque la réduction de I’acide 3,5-dinitrosalicylique
(DNSA) de couleur jaune orange en acide 3-amino 5-nitrosalicylique de couleur rouge orange
qui absorbe a 540nm. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de sucres

réducteurs présents dans le milieu réactionnel.

» Mode opératoire

> Préparer la solution a amylase

Mettre 3mg d’enzyme o amylase dans 13 ml solution tampon phosphate (20mM, pH 6.9).
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> Préparer le réactif Chromogéne 3.5 dinitrosalicylique (DNSA)

Solubiliser 1g de I’acide 3,5-dinitrosalicylique dans 40ml d’eau distillée ; préparer la solution
de NaOH (2N) dans 20ml d’eau distillée dans la quelle dissoudre 30g de tartrate double de
sodium et de potassium sous agitation ; mélanger les deux solutions sous agitation et ajuster le

volume final a 100ml avec I’eau distillée ; conserver le réactif a labri de a lumiére a 4°C.
» Préparer la solution de substrat
Dissoudre 1g d’amidon dans 100ml de solution tampon phosphate (20mM,pH®6.9).

Préparer la solution d’acarbose a différente concentration (0.5-4mg/ml) dans tampon
phosphate (20mM, pH6.9).

Preparer une gamme de dilutions des différents extraits (4-0.125mg/ml) dans la solution

tampon phosphate (20mM, pH6.9), puis on a procéder comme suit :

Enzyme Extrait Amidon DNSA

200ul 200ul

Incuber 10min /37°C

200ul

Incuber 15min /37°C

400ul

Ebullition dans un bain marie pendant 5 min

refroidissement

lire les absorbances a 540nm.

Préparer en parallele un contréle négatif dans les méme conditions opératoire : 200ul de la

solution enzymatique o amylase+200ul solution tampon+200ul d’amidon.

11.3.4.2Recherche d’effet inhibiteur vis-a-vis ’enzyme a glucosidase

Nous avons utilisé I’enzyme o glucosidase de la levure Saccharomyces cerevisiae
E.C.3.2.1.20 (1U/ml) auprés Sigma Aldrich Chemical, A5003.Le substrat est le PNPG

(4nitrophenyl-a-D glucopyranoside) et le produit est le glucose.
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> Principe

Le test d’activité inhibitrice de 1’ a glucosidase a été réalisé selon Shibano et al (1997). le
principe consiste a mettre en contact les différents extraits de Warionia saharae et Vitex
agnus castus avec a glucosidase et son substrat est mesurer I’intensité de 1’absorbance a
405nm afin d’évaluer le degré d’inhibition de I’activité enzymatique par les échantillons
étudiés

» Mode opératoire

» Préparer la solution a glucosidase

- Mettre 1mg d’enzyme a glucosidase dans 10 ml solution tampon phosphate (50mM, pH
6.8), puis fractionner ce volume en 10 fractions de 1 ml, puis aliquoter chaque ml dans 9.8ml
de solution tampon phosphate.

-Le substrat utilisé est le p-Nitrophenyl a-D-Glucoside avec une concentration de 10mM.

-Préparer la solution d’acarbose a differente concentration (0.5-4mg/ml) dans tampon
phosphate (20mM, pH6.9).

-Dans une microplaque, préparer une gamme de dilutions des différents extraits (4-

0.125mg/ml) dans la solution tampon phosphate (50mM, pH6.8) , puis on a procéder comme

suit :
Enzyme Extrait PNPG DNSA
100ul 50ul

Incuber 10min /37°C

50ul

Incuber 30min /37°C

100ul

Lire les absorbance a ’aide d’un lecteur microplaque a 405nm.

Préparer un contrdle négatif dans les mémes conditions opératoire :100ul de la solution

enzymatique a glucosidase +50ul solution tampon+50ul PNPG.
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11.3.4.3Expression des résultats

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition de ’enzyme a glucosidase des
différents échantillons et d’acarbose .Le pourcentage d’inhibition a été calculé par la formule

suivante :
1%=[(A control négatif-A extrait)/A control négatif] x100.

Les valeursCI50 (concentration inhibitrice a 50%) ont été déterminées a partir des équations

des courbes de régression logarithmique.
11.3.4.4Analyse statistique

Toutes les expériences ont été répétées trois fois. Les résultats ont été exprimes par le calcul
de la moyenne +ESM(erreur standard de la moyenne. Les courbes ont été tracées par la

logiciel micro soft office Excel 2007.
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I11.1 Screening phytochimique

Le screening phytochimiques réalisé par des réactions classiques sur les différents extraits
bruts (étheriques, éthanolique, chloroformique et aqueux) de la partie aérienne des trois
plantes étudiées a permis de caractériser de nombreuse familles de molécules bioactives qui

sont illustrés dans le tableau n°07.

Tableau n°07: Screening phytochimique des parties aériennes des trois plantes étudiées

Composés recherchés | Warionia saharae | Panicum turgidum | Vitex agnus castus

Amidon - - -
Composés réducteurs + + +
Saponosides +1 mousse=120 + +
Tanins + + I
Alcaloides + + +
Acides gras + + +
Flavonoides + + +

Anthracénoides - - _

Anthocynosides + - -
Stérols + + I
Stéroides + + +
Huiles volatiles + - +
Stérols et triterpénes + + +

Polyuronides - - -

Quinones libres + - -

Présence + Absence -

Le criblage phytochimique des trois plantes a révelé la présence de certains groupes a activité

antimicrobienne comme les flavonoides, des saponines, des tannins. ( Bashige et al., 2020)

Pour Warionia saharae les résultats révelent la présence de plusieurs familles des composés
actifs dans la plante , Il s’agit des composés réducteurs, des saponosides avec un indice de
mousse de 120, des tanins, des alcaloides, des anthocyanosides, stérols et triterpenes, des
acides gras, des huiles volatiles et des quinones libres. En outre, Warionia saharae est
dépourvue de plusieurs familles des composés tel que : I’amidon, les anthracénosides, les

emodols , les polyuronides et les anthraquinones.
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Nos résultats son analogue a celle d’Amezouar et al (2012) qui révéle une présence
abondante de polyphénols et de tanins, présence modérée de saponines, coumarines et
mucilages et une faible concentration de flavonoides et de stérols. Le test était négatif pour
alcaloides.

Le screening phytochimique de Vitex agnus castusa révélé que cette plante renferme un
certain nombre de groupes chimiques recherches, a savoir, composés réducteurs, saponosides,
tanins, alcaloides, acides gras. Par ailleurs il est dépourvu de flavonoides, anthracénoides
,anthocynosides, et les quinones libres. Selon Berrani et al (2015), Vitex agnus castus
renferme des tanins, des saponines, des o-heterosides, des mucilages, des polyphenols, des
quinones, des alcaloides, des composes réducteurs, des flavonoides, des coumarines, des
protéines, des carotenoides, des glycosides cardiaques, des composes cyanogenetiques, des
stérols et des tri-terpenes.

Le screening phytochimique de Panicum turgidum a montré la présence de certain groupes
chimiques qui sont :des composés reducteurs, saponosides, alcaloides, tanins, composee
réducteur, terpénes et stéroides. Selon El-Desoukey (2019) les composés de Panicum
turgidum qui sont testé par criblage phytochimique sont : alcaloides, flavonoides, tanins et
des composés de saponine. Pour ce qui est de Haddouchi et al (2016); les tests
phythochimiques de Panicum turgidum ont montrés 1’existence de quelques groupes

chimiques qui sont : flavonoides, tanins cathéchique, alcaloides, et les saponoside.
111.2 Rendement des extraits des trois plantes étudiées

Les parties aériennes des trois plantes étudiées sont soumises a une extraction. Apres
évaporation a sec sous pression réduite, on a obtenu un extrait verdatre, d’un aspect pateux et
d’une odeur caractéristique de chaque plante. Le rendement est déterminé par rapport a 100 g
de matériel végétal sec. Il est exprimé en pourcentage. Les résultats du rendement des

différents extraits pour les plantes étudiées sont présentés dans les trois figures suivantes :

42

——
| —



Chapitre III Résultats et discussion
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Extrait aqueux 27.81 Extrait éthanolique 8.06 Extrait hexanigue 4.13 Extrait d'Acetate d'ethyle 4.68

Figure n°20:Rendement en % des extraits pour Warionia saharae.
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Figure n°21:Rendement en % des extraits pour Vitex agnus castus.
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Figure n°22:Rendement en % des extraits pour Panicum turgidum
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D’apres les figures suscitées, le rendement des extraits des trois plantes varie d’un solvant a
un autre :

Pour Warionia saharae nos résultats sont analogues au ceux d’Amezouar et al (2012) qui ont
exposé¢ des rendements de 8.90% pour I’extrait éthanolique et de 4.04% pour ’extrait
d’acétate d’éthyle. Pour Panicum turgidum on remarque que I’extrait aqueux posséde la
meilleure valeur de rendement (16,08%) par rapport aux autres extraits. Pour Vitex agnus
castus on remarque que ’extrait acétate d’éthyle possede la meilleure valeur de rendement
(19 %) par rapport aux autres extraits qui ont présentés de faible rendement.

En effet, Ces différences de rendement peut étre attribuées a plusieurs facteurs, saisonniers, et
environnementaux, la nature du sol, la zone géographique, la période de récolte (Bertini et
al., 2005 ;Colombo et al., 2013 ; Gende et al., 2014). Ainsi que la méthode et des conditions
dans lesquelles I’extraction a été faite essentiellement la température et la durée de cette

opération, cela affectent ainsi le taux total en phénols et flavonoides (Lee et al., 2003).

111.3 Activités biologiques étudiées

111.3.1 Activité antibactérienne

111.3.1.1Antibiogramme

On a effectué un antibiogramme afin de connaitre les comportements des souches de
références vis-a-vis des antibiotiques. Dans le cadre de cette recherche, nous avons utilisé
comme antibiotiques: ’ampicilline, gentamicine , pristinamycine , ofloxacine , fosfomycine,
et rifampicine. Les résultats de ’antibiogramme effectué¢ sur les Six souches sont consignés
dans le tableau n° 08.

Tableau n°08 : Antibiogramme

Especes GEN120ug | AMP10ug | R 30ug OFX 5ug | PT 15ug F 200ug
Pseudomonas - 20 16 - - -
aerigenosa

Escherichia coli - - 13 34 - -
Acinetobacter baumannii | - - 13 20 - -
Enterococcus faecalis - 17 16 - - -
Streptococcus agalactiae | 20 12 - - - -
Staphylococcus aureus | - - - - - 43
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Quatre souches se sont révélées sensible a la rifampicine avec des diametres variés.
Enterococcus  faecalis et Pseudomonas aerigenosa sont les plus sensibles avec une zone
d’inhibition del6 mm, et le plus petit est de 13 mm enregistré sur Escherichia coli et
Acinetobacter baumannii. L’ampicilline a exercé un effet inhibiteur, Pseudomonas
aerigenosa est la plus sensible avec un diameétre d’inhibition autour de 20 mm, quant au
Enterococcus faecalis, le diamétre est de 17mm. D’aprés des travaux antérieurs sur le
comportement des entérobactéries vis-a-vis des antibiotiques, Escherichia coli, Serratia
marcescens et Enterobacter cloacea, montrent une résistance a 1’ampicilline (Barhouchi,
2015), ce qui est en concordance avec nos résultats.

La fosfomycine, et la gentamicine ont réagi positivement uniquement sur Staphylococcus
aureus et Streptococcus agalactiae avec un diameétre de 43mm et 20mm respectivement. Pour

I’ofloxacin, Escherichia coli est la plus sensible avec un diametre de 34 mm.

Les boites Pétri présentées dans la figure n°23 montrent les zones d’inhibition des

antibiotiques testés vis avis les souches de réferences.

Figure n°23 : Présentation des zones d’inhibition des antibiotiques sur boites Pétri vis avis les
souches de références.

111.3.1.2 Activité antibactérienne des extraits

Suivant le diametre de la zone d’inhibition exprime en (mm) autour de chaque disque, la

lecture des résultats est faite comme suit :
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Résistante (-) : diamétre < 8mm

Modérément sensible (+) : diametre compris en tre 8 et 14mm.

Sensible (++) : diametre compris entre 14 et 20mm.

Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20 mm .(Djabou et al.,2013)

Le tableau n°09 present les résultats de 1’activité antibactérienne des extraits des trois plantes
étudiées. Les paramétres d’inhibition (CMI et CMB) permet non seulement de confirmer, et
quantifier les activités, mais aussi de déterminer et caractériser la nature de 1’effet révelé par
un extrait sur un micro-organisme donné.

Tableau n°09: Activité antibactérienne des extraits éthanoliques des trois plantes étudiées par

la méthode de disque et la méthode de microdilution en mg/ml.

Plantes E. coli P. A E. S. S.
Aerigenosa | baumannii | faecalis agalactiae | aureus
Warionia | D 23 19 27.5 17 - 13
saharae | CMI | 6.25 25 12.5 6.25 - 12.5
CMB | 12.5 25 12.5 12.5 - 12.5
R/S +++ ++ +++ ++ - +
Vitex D 16 15 12 17 135 12.5
agnus CMI | 125 12.5 3.125 12.5 12.5 6.25
castus CMB | 12.5 12.5 3.125 12.5 25 12.5
R/S ++ ++ + ++ + +
Panicum | D - - - - - -
turgidum | CMI | - - - - - -
CMB | - - - - - -
RIS |- - - - - -

D : Diamétre; CMI :Concentration Minimale Inhibitrice; CMB :Concentration Minimale
Bactéricide ; R/S :Résistante/Sensible.
L’examen des zones d’inhibition de croissance des bactéries a montré que 1’extrait

ethanolique présente les meilleurs résultats, pour Warionia saharae I’extrait présente une
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activité antibactérienne que sur deux souches Gram positif testées, avec un taux d’inhibition
de 66.66%, et un taux d’inhibition de 100%.sur les souches Gram négatif.

La CMI obtenue varie de 6.25 a 25 mg/ml pour les bactéries Gram négatif et de 6.25 a 12.5
mg/ml pour les Gram positif. Toutefois la CMB montre que I’extrait ethanolique est
bactéricide sur 65% des souches bactériennes et bactériostatique sur Escherichia coli et
Enterococcus faecalis .

Selon Sellam et al (2012) La comparaison entre l'activité bactériostatique in vitro de I'huile
essentielle de Warionia saharae, et la zone d'inhibition formée par un disque d’antibiotique
standard ampicilline (A10) et Nystatine (N10)) ont montrés que les huiles essentielles étaient
plus actives contre les micro-organismes testés.

Ces résultats suggérent que I'huile volatile de Warionia saharae serait probablement un bon
agent thérapeutique contre ces bactéries et les champignons. Belboukhari et Cheriti (2016)
ont montrés que I’extrait MeOH de Launeae nudicaulis et Warionia saharae présent une
activité antibactérienne importance contre Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et
Escherichia coli.

Les propriétés bacteriostatiques de I'huile sont soupgonnées d'étre associées a la haute teneur
en eudesmol et en nérolidol, qui ont été tester précédemment et s'est averée d’avoir une
activité antibiotique importante (Noriega et al ., 2020).

Pour Vitex agnus castus, 1’extrait ethanolique a montré une activité sur toutes les souches
testées, avec un taux d’inhibition 100%, La CMI obtenue varie de 3.125 a 12.5 mg/ml pour
les bactéries Gram négatif et les bactéries gram positif. Toutefois la CMB indique dans
I’ensemble que ’extrait ethanolique est totalement bactéricide sur les souches testées sauf
pour Streptococcus agalactiae et Staphylococcus aureus.

Selon Habbab et al (2015) Les huiles essentielles de graines et de feuilles de Vitex agnus
castus récolté au Sud-ouest algérienont montrés un pouvoir antibactérien contre Klebsiella
pneumonea, E. coli et Pseudomonas aeriginosa, respectivement. Selon Zhelev et al (2022)
Les huiles essentielles de Vitex agnus castus récolté au nord-est de la Bulgarie ont démontré
une activité antimicrobienne contre les espéces pathogenes Salmonella abony, Staphylococcus
aureus et Bacillus subtilis, mais les bactéries a Gram négatif Escherichia coli et Pseudomonas
aeriginosa ont montrés une résistance a l'huile. Selon Eryigit et al (2015) [lactivité
antimicrobienne a été testée en utilisant la méthode de diffusion sur disque. Selon les zones
d'inhibition, les huiles essentielles étaient actives contre tous les microorganismes testés. Les
huiles essentielles ont montrés des zones d'inhibition sensibles, mais elles étaient moins

efficaces contre les souches bactériennes que I'ampicilline et lI'ofloxacine. Les organismes les
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plus sensibles a ces huiles essentielles étaient Enterococcus faecalis ATCC 29212.
Cependant, d'autres études doivent étre réalisées pour confirmer l'innocuité de ces huiles en
tant qu'agent antimicrobien.

Pour Panicum turgidum, I’extrait ethanolique n’a aucun effet vis-a-vis les souches testées.
Contrairement aux travaux réalisés par El-Desoukey (2019) qui révelent que cette plante
possede une activité antifongique remarquable contre Candida albicans et un effet
antibactérien significatif contre Streptococcus pyogens.

111.3.2 Activité antifongique

L’interprétation des résultats est faite par la mesure de la pousse fongique, et la cinétique de
croissance, cette lecture est réalisée par comparaison avec des boites témoins réalisées en
méme temps dans les mémes conditions que les boites a tester. Les valeurs moyennes des
mesures journaliéres de diametre de croissance des germes nous a permis de réaliser les
figures de la croissance mycélienne en fonction de la concentration en extrait. L’étude des
diameétres de la zone d’inhibition a révélé que les extraits organiques présentent une activité
antifongique.

Pour Warionia saharae I’extrait éthanolique a montré une activité importante contre les
souches fongiques testées. Les resultats affichés dans la figure n°24 montrent une diminution
de la croissance radiale en fonction de I’augmentation de la concentration jusqu’a I’inhibition

totale.

croissance radial (com)
2 -

W A spergillus niger

W 4 spergillus flavus

W Pernicillitmm sp.

W Fusarium sp.

concentration (mg/ml)

Figure n°24: Activité antifongique de I’extrait éthanolique en mesurant la croissance radiale
en cm.

48

——
| —



Chapitre III Résultats et discussion

1.5mg/ml

Figure n°25: Diminution de la croissance radiale en fonction de I’augmentation de la
concentration en extrait ethanolique.

Pour I’extrait hexanique ,la figure n°26 prouve que ce dernier a un effet puissant sur les
souches fongiques en inhibant la croissance de Penicillium sp a une concentration de 2.42
mg/ml et Fusarium sp a une concentration de3.5 mg/ml ,tenant compte la diminution de

croissance radiale en fonction de concentration pour Aspergillus niger et Aspergillus flavus.
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Figure n°26 : Activité antifongique de I’extrait hexanique en mesurant la croissance radiale

encm.
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L’extrait acetate d’éthyle a un effet modéré sur les souches fongiques en exergant une
décroissance radiale avec I’augmentation des concentrations pour Aspergillus niger,
Aspergillus flavus et Fusarium sp. En revanche, 1’extrait a abouti a une inhibition totale contre

Penicillium spa une concentration de 20 mg/ml.

croissance radial (cm)
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B 4 spergillus niger

I
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w

W Fusarium sp.

N

concentration (mg/ml)

Figure n°27 : Activité antifongique de I’extrait d’acétate d’éthyle en mesurant la croissance
radiale en cm.

» Fractionnement de I’extrait éthanolique :
Les fractions obtenues (figure n°28) par chromatographie sur colonne sont séparées
ultérieurement sur CCM et révelées sous la lampe UV (figure n°29). Apres le calcul des Rf,
on a constaté que les fractions (2, 3, 4) ; (5,6) et (7) sont arrangés en nouvelles fractions : F1,
F2 et F3 successivement.

Figure n°28 : Les différentes fractions obtenues par chromatographie sur colonne de I’extrait
éthanolique de Warionia saharae.
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Figure n°29 : Séparation des fractions sur plaques CCM et leurs révélations sous lampe UV.

» Rendement des fractions
Chaque fraction est évaporée a sec. Le rendement par rapport au brut pour les fractionsF1, F2
et F3, est de ’ordre de 77.61%, 6.19% et 7.17% respectivement.

> Activité antifongique des fractions de Warionia saharae
Les fractions F1, F2 et F3 préparées a des concentrations de 200, 65 et 75 mg/ml
successivement sont utilisées pour I’activité antifongique. Leurs effets sont démontrés dans la

figure ci-dessous.

croissance radial (cm)

W 4 spergillus niger

W 4 spergilius flavus

M Penicillizom sp.

M Fusarium sp.

O N W A 0 O

concentration (mg/ml)

fraction 1 fraction 2 fraction 3

Figure n°30 : Activité antifongique des fractions (1, 2, 3) de ’extrait éthanolique en mesurant
la croissance radiale en cm.

Les résultats exposent que les fractions exercent des effets différentiels ; avec un effet
significatif de la fraction 1 vis-a-vis toutes les souches testées. Ce qui explique son fort

rendement noté. En paralléle, cette fraction (F1) enregistre un effet antifongique plus meilleur
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que celui de brut cela montre I’effet antagoniste entre les molécules dans I’extrait brut.
Gherib et al (2014) ont prouvait que l'huile essentielle a montré une faible activité
antifongique contre les champignons filamenteux, Alternaria alternata, Cladosporium
herbarum, Fusarium oxysporum et Aspergillus flavus avec des valeurs de concentration
minimale inhibitrice (CMI) comprises entre 4 et 8 pl/ml.

Pour Vitex agnus castus , les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau n° 10: Activité antifongique de I’extrait ethanolique de Vitex agnus castus

Les concentrations (g/1) x 10°

souches T | 12 | 14 | 16 | 18 | 20 | 24 | 26 | 28 30
Aspergillus niger | 9.5 5 5 5 5 5 4 4 4 4
Aspergillus flavus | 6,5 | 4 4 4 | 35| 35|35 |35 35 | 35

Fusartum 7| 4 |35 25|25 |25 25|25 25 2,5

OXYSPOTiHm .

Selon Sqalli et al (2007) I'extraction des rameaux feuillés de I’espéce de Vitex agnus castus a
été testées pour leur activite des différents extraits aqueux ou éthanolique contre la croissance
des cing espéces de Mycobactéries aurum, Myeobacterium smegmalis, Myeobacterium
kansasii, Myeobacterium bovis, et Myeobacterium vaccae. L’activité se traduit par I'inhibition
totale de la croissance des mycobactéries sur les milieux de culture contenant 160
mg /ml de I’extrait. La méthode de diffusion en milieu gélosé confirme ces résultats, les
extraits des especes actives ont abouti a l'apparition d'un halo d'inhibition qui traduit par

Inhibition totale de la croissance des cinq mycobactéries testées.

Selon Asdadi et al(2015) confirment que les huiles essentielles de graines de Vitex agnus
castus ont révélées une zone d'inhibition de 35 a 58 mm (moyenne : 49 mm) contre les 30
isolats testés. Dans la méthode de macro dilution en bouillon, toutes les espéces de Candida
testées étaient sensibles aux huiles essentielles et cette activité était dépendante de la
concentration. Les valeurs de CMI variaient de 0,13 a 2,13 mg/ml d'huiles essentielles de
graines de Vitex agnus castus ; Alors Habbab et al (2015) ont montrées que I'huile de
feuilles et de fleurs de Vitex agnus castus a montré une activité antifongique élevée contre

Penicillium escpansum, Aspergillus flavus, respectivement.
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Pour Panicum turgidum nous avons évalué l'activité antifongique des différents extraits sur
les quatre souches fongique (Aspergillus niger Aspergillus flavus, Fusarium oxysporium et
Penicillium sp).Les resultats ont montrés que l'extrait éthanolique présente un pouvoir

antifongique plus important que ceux des autres extraits.

Les résultats obtenus par la méthode de I'évaluation de la croissance radiale révélent que
I'extrait éthanolique a exercé un effet inhibiteur sur la croissance des souches, la sensibilité
des souches a été respectivement considérée des moins sensibles vers les plus sensibles
respectivement : Aspergillus niger en premier lieu, Aspergillus flavus , Fusarium oxysporium
et Penicillium sp. L'extrait éthanolique de Panicum turgidum présente respectivement un
indice antifongique 22.03 % vis-a-vis Aspergillus niger 25% vis-a-vis Aspergillus flavus 40%
vis-a-vis Fusarium oxysporium et 50 % vis-a-vis Penicillium Sp
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Figure n°31 : Indice antifongique des différents extraits sur la croissance des souches testées

La richesse de cette plante on substances chimiques lui donne des activités biologiques tres
variables , par exemple I’effet antimicrobien par la présence de tanins, terpénes , stéroides et
d'alcaloides révélés par les tests photochimiques, lors de cette étude, le pouvoir antifongique
d'extrait éthanolique a été étudié vis-a-vis de quatre souches fongiques. Ce pouvoir a été

évalué par la détermination du diameétre de zone d'inhibition et la détermination de la CM1.
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Les CMI obtenues varient suivant les souches fongiques. Elles sont comprises entre 0,25 et
1mg/ml. De fagon geénérale, I'extrait éthanolique est le plus actif sur les souches testées.

Le type d'activité a été évaluée pour les extraits ayant présentés une inhibition totale des
germes dans la gamme de concentrations testées. On remarque que I'extrait éthanolique a
montré une activité fongicide pour les quatre souches qu'il inhibe avec des concentrations de
0,75 mg/ml.

> Fractionnement de Dextrait éthanolique : Pour mieux caractériser l'activité
antifongique des fractions sur les souches (Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Fusarium
oxysporium et Penicillium sp)on a procédé ala chromatographie sur colonne ouvert qui nous a
permet de fractionner d'extrait éthanolique sur gel de silice qui est utilisé comme support. La
purification de ces fractions est ensuite vérifiée par chromatographie sur couche mince qui

nous a donnés des spots uniques.

Figure n°32 :Les quatre fractions obtenues de I’extrait ethanolique de Vitex agnus castus par
chromatographie sur colonne.
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Figure n°33 :Indice antifongique de différentes fractions sur la croissance des souches
testées.

L'analyse de l'activité antifongique des fractions montre que F3 plus inhibitrice que la F4 la
fraction F4 est la moins active contre toutes les souches testées.

En conclusion nous pouvons dire que l'activité antifongique d'extraits éthanolique se justifier
principalement aprées fractionnement.

111.3.3 Activité antioxydante
111.3.3.1 Piégeage du radical libre DPPH

Pour I’évaluation de cette activité, on a préparé¢ une gamme de dilutions allant de 0.1
a0.5mg/ml pour I’acide ascorbique et tous les extraits (aqueux, €thanolique, hexanique et
d’acétate d’éthyle) de la partie aérienne des trois plantes étudiées.

Les différentes densités optiques ont permis de tracer pour chaque extrait, une courbe d’allure
exponentielle, ce qui signifie I’existence d’une relation proportionnelle entre le pourcentage
de réduction du radical libre et la concentration de I’extrait dans le milieu réactionnel. A partir
de ces courbes nous pouvons déterminer les pourcentages d’inhibition obtenus en fonction des
concentrations utilisées ainsi que la valeur de ’'IC50 (EC50) pour chaque extrait. Plus la
valeur de I’IC50 est petite, plus ’extrait posséde une bonne activité antioxydante.

L'activité est considérée comme une diminution de I'absorbance de I'échantillon par rapport a
la solution standard de DPPH. Les résultats de mesure des pourcentages d’inhibition des

extraits de Warionia saharae et ceux de I’acide ascorbique sont illustrés dans le tableau n°11.
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Tableau n°11:Activité anti-radicalaire en % des extraits et celle de I’acide ascorbique

Concentration en pg/ml 100
Extrait aqueux 16,98
Extrait éthanolique 60,81
Extrait hexanique 0,05
Extrait d’acétate d'éthyle 13,64
Acide ascorbique 42,96

Acide ascorbique

200
22,64
68,5
2,03
26,27

62,26

300
25,83
70,97

3,91
37,15

91,58

400
39,04
79,82

5,51
48,18

94,04

Y¥=13.38x+35.80

R~2=0.854
—
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Figure n°34:Pourcentages de réduction du radical libre DPPH de I’ Acide ascorbique
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Figure n°35:Pourcentages de réduction du radical libre DPPH des extraits bruts de Warionia

saharae.
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Par comparaison au travail d’Amezouar et al (2012) qui sont postulés un pourcentage de
réduction de 80.93% pour I’extrait éthanolique et 88.10 % I’extrait d’acétate d’éthyle aune
concentration de 1000 pg/ml, nos extraits ont montré un pouvoir de piégeage du radical
DPPH ¢étendu a 96.51% pour I’extrait éthanolique et de 58.05% pour I’extrait d’acétate a une
concentration de 500 pg/ml. Cette divergence de résultat peut étre due au mode de préparation
des extraits, zone de plantation, période de récolte, tandis que I’extrait aqueux et I’extrait
hexanique ont montrés des pouvoirs de piégeage du radical DPPH faibles.

Mezhoud et al (2012) ont prouvés la capacité antiradicalaire de I’extrait ethanolique jusqu’a
93%a une concentration de 150ug/ml, avec une 1C50 de 6.98ug/ml.

Pour P’acide ascorbique, on remarque augmentation du pourcentage d’inhibition et cette
augmentation est proportionnelle a la concentration de la solution jusqua la fin de
I’expérimentation ou le pourcentage d’inhibition arrive a se stabiliser.

Calcul des IC 50% :

La capacité antioxydante de nos différents extraits a été déterminée a partir des IC50.C’est la
concentration en extrait nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH. L’IC50 et D’activité
antioxydante de I’extrait testé sont inversement proportionnels (Prakash et al., 2007).

Nous avons calculé les IC50 (annexe) pour chaque extrait a partir de 1’équation logarithmique
de la courbe tracée, ont été estimées en utilisant la courbe de régression linéaire

Les valeurs sont représentées dans le tableau n°12.

Tableau n°12:Valeurs des IC50 (en ug/ml) des extraits de Warionia saharae et celui de

’acide ascorbique.

Extraits IC 50% en pg/ml
Acide ascorbique 1.023

Extrait aqueux 556.80
Ethanolique 6.09

Hexanique 3026

Acetate d’ethyle 423.28
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Figure n°36:Concentration efficace a 50 % pour les extraits et celui de 1’acide ascorbique.
D’apreés ces résultats, nous remarquons en premier lieu que tous nos extraits ont des activités
moins importantes que la substance de référence (I’acide ascorbique).

Au sein des extraits bruts on peut les classer selon I’ordre décroissant d’activité antioxydante
comme suit : acide ascorbique > extrait éthanolique > extrait d’acétate d’éthyle > extrait
aqueux > extrait hexanique.

Donc La capacité antioxydante des extraits de la plante sont largement dépendant de la
composition de ces extraits ainsi que les conditions de manipulation des tests in vitro.

Les activités antioxydantes de Warionia saharae ont été comparées aux normes vitamine c,
DPPH piégeage des radicaux libres I'activité (% IP) était évidente pour tous les extraits testés,
comme le montre le tableau n°12.

Selon Amezouar et al (2012), une valeur IC50 inférieure indique une plus grande activité
antioxydante. L'IC50 de Warionia saharae de I'extrait de saponines était faible (1C50 =
74,14g/ml), car son activité antioxydante était supérieure a celle de 1’extrait éthanolique (CI5S0
= 182 pg/ml) et extrait d'acétate d'éthyle (CI50 =197,4 pg/ml).

Des travaux similaires qui sont réalisés par Ajebli et al (2019) sur les tannins de cette plante
ont montrés 1’existence d’une activité antioxydante intéressante. Selon Belboukhari et
cheriti (2016), I’activité antioxydante in vitro a été étudiée avec deux méthodes différentes :
test sur CCM a la B-carotene et technique de réduction du radical libre DPPH,le criblage
préliminaire des extraits sur CCM a permis de cibler ’activité antioxydant dans les extrait
BuOH, MeOH et ACOET ce qui révele la richesse des extraits en composés phénolique, de
méme 1’évaluation quantitative du pouvoir piégeur des extraits vis-a-vis du DPPH confirme

que les extraits BuOH, MeOH et ACOET sont les plus actifs.
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Il a été suggeéré que la teneur en composés phénoliques dela matiére végétale est corrélée a
leurs activités antioxydante et antibactérienne. 1l est considéré que l'activité antioxydante des
composés phénoliques est due a leur potentiel d'oxydo-réduction élevé, ce qui leur permet
d'agir comme des agents réducteurs, donneurs d'hydrogéne, et des désactivateurs d'oxygene
singulier(Miguel, 2010).

Pour Vitex agnus castus la figure n°37rapporte les résultats du pouvoir antioxydant des
extraits de Vitex agnus castus par la méthode de piégeage du radical libre DPPH. D’une
maniére genérale, tous les extraits testés (méthanolique et d’acétate d’éthyle) ont provoqué

une diminution plus ou moins importante de I’absorbance a 515nm selon leurs concentrations.

B | y=0,013x+26,43 |

| y=0,102x+13,67 |

% de réduction

0 100 200 300 00 500 00

concentration enug/mil

—&— Extrait acétate (soxhlet) Extrait acétate (soxhlet) Extrait acétate (macération)

Figure n°37: Pourcentage de réduction du radical libre DPPH des extraits bruts de Vitex

agnus castus.

Cette figure montre que I’extrait d’acétate d’éthyle de Vitex agnus castus présente un
pourcentage d’inhibition qui est égale de 32% a une concentration de ’ordre de 500 ug/ml, et
montre que I’extrait méthanolique présente un pourcentage d’inhibition qui est égale 90%
dans la concentration de 400 ug/ml .

Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, nous avons calculé les valeurs de IC50 de la
plante Vitex agnus castus pour les différents extraits méthanolique, d’acétate d’éthyle (tableau
n°13)
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Tableau n°13:Valeurs des IC50 en ug/ml et le pouvoir antiradicalaire (ARP) des différents

extraits de Vitex agnus castus.

Extrait ICS0 APR
Extrait méthanolique 714.28 14x107
Extrait d’acétate d’éthyle (par macération) 356.17 28x10™
1813 5x107

Extrait d’acétate d’éthyle (a I’aide de soxhlet)

Parmi les trois extraits de vitex agnus castus, I’extrait de 1’acétate d’éthyle obtenu par
macération et D’extrait méthanolique représentent les extraits les plus actifs, leur
IC50successives est de 0,356mg/ml et 0,714mg/ml. Pour le mécanisme de piégeage de
radical, la réaction entre I’antioxydant et DPPH dépend de la conformation structurale de
I’antioxydant. Certains composés réagissent rapidement avec DPPH, réduisant un nombre de
molécules de DPPH égal au nombre de groupements hydroxyles (Bondet et al., 1997).

Une étude comparative montre que les valeurs de IC50 des extraits méthanolique
correspondant a 1’espéce de Satureja calamintha (1 ,8mg/ml) est similaire a notre résultat
ainsi que I’extrait d’acétate d’éthyle de la méme espece est €élevée a celles de notre plante.
Cette variation de résultat est largement dépendant de la composition de ces extraits ainsi ales
conditions de manipulation . Plusieurs études comparatives faites sur le Vitex agnus castus
montrent que cette plante a un effet antioxydant éleve remarquer pour déférente méthode
d'extraction .mais il y a une petite déférence dans les résultats final.

Cette variation de résultat est largement dépendante de la composition de ces extrait ainsi aux

conditions de manipulation sans oubliée les conditions climatique de la période de récolte.

Pour Panicum turgiduml'activité antioxydante des extraits ont été évaluées pour leur activité
inhibitrice sur une solution méthanolique du DPPH, le résultat a été comparé avec le standard
qui est l'acide ascorbique. Le résultat du test DPPH a enregistré une faible activité anti
radicalaire, (40.49%) pour l'extrait aqueux et (31.40%) pour l'extrait éthanolique et aucune
activité pour les autres extraits de Panicum turigidum. Les extraits de Panicum turigdum sont
dotés d'une activité antioxydant tres faible qui est justifiée par sa pauvreté en composants
riche en groupement d’hydrogeéne responsable de l'activité antioxydante. Plusieurs substances

peuvent agir en tant qu'antioxydante ont été proposé, elles incluent le béta carotéene,
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l'albumine, 'acide urique, les cestrogenes, les polyamines, les flavonoides, 1'acide ascorbique,

les composés phénoliques, la vitamine E...etc. (Svoboda et Hampson, 1999).
111.3.3.2 Méthode de FRAP

D’aprés les résultats illustrés dans les deux figures ci-dessous, I’activité antioxydante des
extraits éthanoliques des deux plantes Vitex agnus castus, Warionia saharae est confirmées
par la méthode de FRAP. Cette derniére est un essai simple, rapide étre productible .1l est
universel peut étre appliqué aussi bien chez les plantes que les plasmas et dans les extraits
organiques et aqueux (Li et al, 2008).Le pouvoir réducteur des espéces de plantes est
probablement di a la présence de groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui
peuvent servir comme donneur d’électron. Par conséquent, les antioxydants sont considérés
comme des réducteurs et inactivateurs des oxydants (Bougandoura et Bendimerad,
2012).La présence des réducteurs dans les extraits de plantes provoque la réduction de Fe3+/
complexe ferricyanure a la forme ferreux. Par conséquent, Fe2+ peut étre évalué en mesurant
et en surveillant I’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel a
700nm (Bougandoura et Bendimerad, 2012).

Le pouvoir réducteur des extraits des deux plantes est dose dépendante (concentration
dépendante). A la concentration de 0,5mg/ml, le pouvoir réducteur de I’extrait ethanolique de
Warionia saharae et Vitex agnus castus (DO=0,07/D=0.24) respectivement est nettement

inférieur a celui de I’acide ascorbique Figure n°38 .

Courbe d'etalonnage de l'acide ascorbique
activité reduct du fer

Y E5.856x+0.1241 ..
R?=0.967

Absorbance

.o
0e®

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
Concentration

Figure n°38 :Absorbance de 1’acide ascorbique en mg/ml.
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Figure n°39:Absorbance des extraits bruts de Vitex agnus castus, Warionia saharae en

mg/ml .

Selon Rechek et al (2021) les données d'activité antioxydante indiquent que l'extrait de
Warionia saharae a une trés grande capacité a capter les radicaux en raison de sa richesse en
COMpOSes a capacité antioxydante.

L’étude de I’activité antioxydante des extraits ethanolique issus des deux especes Warionia
saharae et Vitex agnus castus a montré que les deux extraits possedent une activité
antioxydante modérée. Ces extraits pourraient donc constituer une alternative a certains
additifs synthétiques. Cette activite reste nettement inférieure a celle de I’acide ascorbique, on
peut dire que P’extrait brut contenant un grand nombre de composés différents. Une fois
purifiés, peuvent présenter une activité comparable a celle de I’acide ascorbique. Des
recherches complémentaires sont nécessaires pour identifier, isoler et purifier ces constituants.

111.3.4 Activité antidiabétique

La recherche de I’activité antidiabétique a été étudiée pour 1I’évaluation de ’effet inhibiteur
des extraits ethanoliques des deux plantes Warionia saharae et Vitex agnus castus sur les
enzymes intestinales a-amylase et a-glucosidase.

Les résultats obtenus sont illustrés dans les figures suivantes
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Figure n°40:Activité inhibitrice de I’acarbose et les extraits éthanolique de Warionia

saharae et Vitex agnus castus sur ’enzyme a amylase

Activité inhibitrice de I'alpha glucosidase
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Figure n°41: Activité inhibitrice de 1’acarbose et les extraits éthanolique de Warionia

saharae et Vitex agnus castus sur I’enzyme o glucosidase.

En fonction de ces résultats, ’extrait ethanolique des deux plantes présente un effet inhibiteur
croisant en fonction de la concentration de l'extrait. Quand la concentration d’inhibiteur est
augmenteée, plus le taux d'inhibition est élevée, jusqu’a la concentration 2mg/ml pour atteindre
un taux d’inhibition de o amylase égale a55.88% et qui va rester presque constant jusqu’a la
concentration 4mg/ml a un taux d’inhibition 58.82% pour Warionia saharae, pour Vitex
agnus castus la concentration 4mg/ml présente un taux d’inhibition maximal égale a 72.05%.

Donc le taux d'inhibition est proportionnel a la concentration de I'extrait.
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Les extraits des deux plantes ont montrés une puissance inhibition de a glucosidase a une
concentration de 4mg/ml égale a 98.03% pour Warionia saharae et 97.86% pour Vitex agnus
castus.

Selon Rechek et al (2021) I'extrait ethanolique de Warionia saharaea a également montré
une puissante inhibition de 'a-glucosidase.

Les études qui sont faites par Prashanth et al (2001) ont montées que I'extrait éthanolique de
I'épicarpe de Punica granatum a un potentiel inhibiteur sur a-amylase salivaire avec un taux
d’inhibition de 68.2 %.

Ainsi que les extraits aqueux et eau-méthanol des feuilles de Retama raetam ont une activité
inhibitrice sur I’
etal ., 2021).

Selon les résultats obtenus 1’extrait éthanolique des deux plantes a présenté un effet inhibiteur

o -amylase salivaire avec au taux 72 % et 66.12 % respectivement (Sarraf

élevé vis-a-vis I’ a glucosidase avec des 1C50 de 0.8mg/ml et de 0.7mg/ml respectivement, et
pour o amylase la valeur de IC50 des deux plantes est de 1.3mg/ml et 1.2 mg/ml
respectivement.

Tableau n°14 : IC50 de I’extrait éthanolique de Warionia saharae et Vitex agnus castus de a

amylase et a glucosidase.

Les plantes Warionia saharae Vitex agnus castus
L’enzyme o amylase a glucosidase o amylase a glucosidase
IC50 mg/ml 1.3 0.8 1.2 0.7

Selon Ajebli et al (2019) la présente enquéte a révélé que les tannins de Warionia saharae
possedent de puissantes activités antidiabétiques et antihyperlipidémiques comme indique
dans les différentes pratiques ethnopharmacologiques.

Selon les résultats obtenus par Ouffai (2021), la quercetine des deux plantes Globularia
alypumL et Zygophyllum album La présenté un effet inhibiteur puissant avec une CI50 d’ordre
de 0,004mg/ml tres proche a celle de I’ Acarbose (CI50 d’ordre de 0,180mg/ml).

D’apres la littérature, une combinaison entre les groupements cétoniques insaturés et les
fonctions hydroxyles des flavonoides peut étre responsable de la plus part des activités
biologiques, soit anticancéreuses, antimicrobiennes, cytoprotéctives, antioxydants et
antidiabétiques (Unnikrishnan et al., 2014). Par ailleurs, les composés phénoliques portant
des groupements hydroxyle conférent une activité inhibitrice de l'a-amylase et de I'a-

glucosidase. Il a été démontré que la quercétine et la catéchine agissent comme des inhibiteurs
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compétitifs vis-a-vis les deux enzymes digestives, et par conséquence elles peuvent diminuer
la glycémie postprandiale ( Kandra et al., 2004, Calhau et al., 2014).

De méme, des études ont montrés que le rutine, quercetine, naringenine, chrysine et d’autres
sont considérés comme des contrdleurs par excellence du diabéte sucré (Unnikrishnan et al.,
2014).

Les travaux conduits par Kandra (2004) confirment nos résultats en indiquant que plusieurs
polyphénols ont une action sur I’ & -amylase tels que les tannins qui sont capables de se lier

aux enzymes digestives et de les inhiber gréace a leur richesse en groupements hydroxyles.

Les tanins se fixent aux o -amylases, la liaison peut avoir lieu sur le site actif de I’enzyme,
ces liaisons engendrant des complexes du type enzyme-inhibiteur, puisque les tanins agissent

comme inhibiteurs compétitifs des o -amylases .

Les travaux faits par Hedqvist (2004) ont indiques que les tanins inhibent les glucosidases par
la formation de complexes enzymatiques-tanins ou inhibent leur activité biologique par
blocage du site actif. Aussi les phlorotanins qui sont des composés phénoliques spécifiques
pour les algues brunes, sont riches par des fonctions hydroxyles, ces dernieres peuvent se lier
au site actif de I’enzyme et empéche la fixation de I’amidon. Les résultats de Berrani et al

(2018) confirment I’utilisation de Vitex agnus castus comme antidiabétique.
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Dans le présent travail, on a contribué a la valorisation de trois plantes tres utilisee en
médecine traditionnelle dans la région de Bechar,Sud-Ouest Algérien pour leurs vertus
thérapeutiques ,en établissant une relation entre la composition chimique de leurs extraits et
leurs activités biologiques.

L’enquéte ethnobotanique réalisée dans la région de Béchar et ces communes au Sud-ouest de
I’Algérie a montré que les trois plantes Warionia saharae,Vitex agnus castus et Panicum
turgidum sont trés utilisé par la population local de la région en médicine traditionnelle. Vitex
agnus castus est utilisee pour le traitement des maladies telsque : Coliques, Tous, Diarrhée,
Maux de téte, Antidiabétique et Désordres digestifs. Warionia saharae (Benth et Coss) est
utilisée pour le traitement des maladies tels que :Gastro-intestinales, Rhumatismes, 1’Ictére,
Froids et Rhume, Calmant, Antidiabétique et anti-inflammatoires. Panicum turgidum est
utilisée pour le traitement des maladies tels que : la douleur de cou et dos, la thyroide,
L'ostéoporose,et le cycle menstruel.

Le criblage phytochimique réalisé sur les trois plantes est basée sur des tests spécifiques a
permis de montrer que ces plantes sont riche en métabolites secondaires, notamment les
composés réducteurs, stérols et triterpénes, flavonoides, alcaloides, tanins, saponosides,
Stéroides. Tous ces composés sont doués d’un grand pouvoir thérapeutique.

Un rendement 19.13 % est obtenus avec Vitex agnus castus pour 1’extrait méthanolique a la
concentration 287 mg/ml, le rendement le plus élevé(27.81%) est obtenu avec Warionia
saharae est ceux de I’extrait aqueux ,Suivi par extrait éthanolique 8.06%.Panicum turgidum
présente un rendement de 16.08% pour I’extrait aqueux suivi par I’extrait ethanolique 6.06%.
On peut constater que le solvant affecte significativement I’extraction et le rendement en
résidu sec.

L’activité antimicrobienne a montrer que 1’extrait ethanolique de Warionia saharae posséde
un effet inhibiteur bactéricide et fongicide tres important vis-avis ’ensemble des souches
testées. Toutefois Streptococcus agalactiae s’est montrée un peu plus résistant a cet extrait.
L’activité antimicrobienne de 1’extrait ethanolique de Vitex agnus castus est peu active vis-a-
vis des souches bactériennes testées ceci est di probablement a la nature de la composition
chimique de I’extrait. Cependant, 1’extrait méthanolique a manifesté une activité antifongique
négligeable sur I’ensemble des souches fongiques testées Aspergillus niger,A.flavus. Pour
Panicum turgidum les résultats ont montré que l'extrait éthanolique présente un pouvoir
antifongique plus importantque ceux des autres extraits. L'extrait éthanolique de Panicum

turgidum présente respectivement un indice antifongique 22.03 % vis-a-vis Aspergillus
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niger25% vis-a-vis Aspergillus flavus 40% vis-a-vis Fusarium oxysporiumet 50 % vis-a-vis
Penicillium Sp.

L’étude de I’activité antioxydante est effectuée par le Test de DPPH et la méthode de FRAP.
Les résultats montrent que les extraits ont donné une activité antiradicalaire satisfaisante
malgré leurs grandes teneurs en poyphénols. I’extrait d’acétate d’éthyle de Vitex agnus castus
présente un pourcentage d’inhibition qui est égale de 32% a une concentration de 1’ordre de
500 ug/ml, et ’extrait méthanolique présente un pourcentage d’inhibition qui est égale 90%
dans la concentration de 400 ug/ml .Tandis que I’activit¢ antiradicalaire de Warionia
saharaea montré un pouvoir de piégeage du radical DPPH étendu a 96.51% pour I’extrait
¢thanolique et de 58.05% pour I’extrait d’acétate d’ethyl a une concentration de 500 pg/ml. La
plante Panicum turgidum a un pouvoir anti-oxidant presque insignifiant. Ces résultats sont
confirmés par la méthode de FRAP.

L’activité antidiabétique a été étudiée pour 1’évaluation de I’effet inhibiteur des extraits
ethanoliques des deux plantes Warioniasaharaeet Vitex agnus castus sur les enzymes
intestinales a-amylase et a-glucosidase, plus la concentration d’inhibiteur augmente, plus le
taux d'inhibition est élevée, Les extraits des deux plantes ont montrés une puissance
inhibition de o glucosidase a une concentration de 4mg/ml égale a 98.03% pour Warionia
saharae et 97.86% pour Vitex agnus castus, pour a amylase la concentration 4mg/ml a un
taux d’inhibition 58.82% pour Warionia saharae, pour Vitex agnus castus la concentration

4mg/ml présente un taux d’inhibition maximal égale a 72.05%.

Enfin , ce travail de valorisation a permis de mieux caractérisé trois plantes médicinales du
Sud-Ouest Algérien (Warionia saharae (Benth&Coss),Vitex agnus castus et Panicum
turgidum), qui ne couvre cependant qu'une petite partie de la gamme des espéces existants
jusqu'a maintenant du point de vue phytochimique et biologique, ce qui mise au point une
nouvelle génération d’agents antimicrobiens naturels pouvant étre utilisés chez 1’homme
contre les infections, la résistance aux antibiotiques et antifongiques classiques, a fin
d'assurer le passage vers la conservation des denrees alimentaires et dans la formulation de
nouveaux produits pharmaceutiques.

11 serait intéressant et indispensable aussi d’allez vers une analyse structurale des constituants
présents dans les extraits méthanoliques. Elargir la gamme des souches microbiennes en se
basant sur Brucella. Faires des testes in vivo afin de confirmer ou d’infirmer les activités

biologiques attribuées a ces plantes.
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Annexes

1/Les tests phytochimiques :

(Karumi et al., 2004 ;Benmehdi, 2000 ;Edeoga et al., 2005 ; Haddouchi, 2007)

I. Extraction par I’eau :

Dans un ballon, surmonté d’un réfrigérent, On met 50 g de poudre de la plante dans un
volume de 300 ml d’eau distillée; et on porte I’ensemble a reflux pendant 1h. Apres
refroidissement, on filtre le mélange et le soumettre aux différents tests suivants.

Réactif d’Amidon : 1,2 g d’I2et 2,5 g de Kl solubilisés dans 500 ml d’eau distillée.

a) Caractérisation d’amidon :

On ajout 10 ml de solution d’NaCl saturée avec 5 ml d’extrait aqueux, on traite la solution
avec le réactif d’Amidon. L’apparition d’une coloration bleue-violacée indique la présence
d’amidon.

b) Caractérisation des composés réducteurs :

Test 1 : on traite 2 ml de la solution aqueuse avec 5 a 8 gouttes de liqueur de Fehling, aprés
un chauffage, ’apparition d’un précipité rouge brique marque la présence des hydrates de
carbones.

Test 2 : Ce test est basé sur la réaction de Keller-Kiliani. A 1 ml de chaque extrait on ajoute 5
ml d’acide acétique contenant des traces de FeCls et 5 ml d’acide sulfurique contenant des
traces de FeCls. La présence des composés réducteurs est confirmee par la formation de deux
phases, une colorée en brun rouge (acide acetique) et la deuxieme en bleu-vert (acide
sulfurique).

c) Caractérisation des saponosides :

5 ml d’extraits aqueux est agité vigoureusement dans le sens de la longueur avec 10 ml d’cau
distillée pendant 2 mn. La formation d’une mousse persistante aprés 15 minutes confirme la
présence des saponosides.

» Calcul d’indice de mousse :

Dans une série de 6 tubes a essai (1,3 cm de diametre interne), on introduit successivement 1 a
6 ml de solution testée et on compléte les volumes jusqu’a 10 ml avec de I’eau distillée ; apres
on agite dans le sens de longueur pendant15 secondes.

Aprés un repos de 15 minutes, la hauteur de la mousse est mesurée. Dans les tubes ayant une
hauteur de mousse plus de 1 cm, I’indice de mousse est calculé par la formule suivante :

I mousse=hauteur de mousse xe (cm)*5/0.0x.

d) Caractérisation des tanins :
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A 1 ml de la solution testée, on ajout 1 ml d’eau distillée et on traite la solution avec 1 a 2
gouttes de solution de FeClsz (1%).

Apres quelque minutes I’apparition d’une coloration verte foncée ou bleu-verte avec un
précipité indique la présence des tanins.

e) Caractérisation des alcaloides :

On neutralise 15 ml d’extrait aqueux avec le NH4OH (10%) jusqu’a pH=9, ensuite on extraire
la solution avec 3x10 ml de chloroforme et on lave la solution chloroformique avec 3x2 ml
d’HCl (10%) ; ueuse est traitée avec le réactif de Mayer et de Wagner, dont lequel : La
formation d’un précipité jaune avec le réactif de Mayer ou la formation d’un précipité brun
avec le réactif de Wagner indique la présence des alcalo.

f) Caractérisation des acides gras :

On acidifie la solution aqueuse alcaline, puis on I’extraire avec I’éther diéthylique, apres on
concentre la solution éthérique a sec. Le test positif est révélé par I’obtention d’un résidu gras.
I1. Extraction par I’éthanol :

Dans un ballon, surmonté d’un réfrigerent, On met 50 g de poudre de la plante dans un
volume de 300 ml I’éthanol (95%); et on porte ’ensemble a reflux pendant lh. Apres
refroidissement, on filtre le mélange et le soumettre aux différents tests suivants.

a) Caractérisation des alcaloides :

On évapore 20 ml de solution éthanolique a sec jusqu’a I’obtention d’un résidu, on le dissout
ensuite avec 5 ml d’HCI (2N) et on le chauffe dans un bain marie, puis on filtre le mélange et
le divise en trois parties égaux, on traite un avec le réactif de Wagner et ’autre avec le réactif
de Mayer et laisser le troisieme comme témoin. La présence des alcaloides est indiquée par la
formation d’un précipité jaune avec le réactif de Mayer et par la formation d’un précipité brun
avec le réactif de Wagner.

b) Caractérisation des flavonoides :

On traite 5 ml d’extrait alcoolique avec quelques gouttes d’HCI concentré et 0.5 g de tournure
de magnésium. L’apparition d’une coloration rose ou rouge apreés trois minutes indique la
présence des flavonoides.

c) Caractérisation des tanins :

On prend 1 ml de la solution alcoolique et on ajoute 2 ml d’eau et 2 a 3 gouttes de solution de
FeCls diluée. Un test positif est marqué par ’apparition d’une coloration bleunoire, verte ou
bleue-verte et un précipité.

d) Caractérisation des composés réducteurs :
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On traite 1 ml de I’extrait alcoolique avec 2 ml d’eau distillée, puis on ajoute 20 gouttes de
liqueur de Fehling et on chauffe le mélange. Un test positif se traduit par la formation d’un
précipité rouge-brique.

e) Caractérisation des anthracénosides :

On prendre 25 ml de I’extrait éthanolique et on ajoute 15 ml d’HCI1 10%, puis on le porte a
reflux pendant 30 mn. Aprés refroidissement, on extrait la solution 3 fois avec 15 ml d’éther
diéthylique afin d’obtenir deux phases, aqueuse et étherique.

Le test de la présence des anthracénosides est basé sur la réaction de Borntrager. Dans le quel
on évapore 8 ml de la phase étherique et récupérer le résidu avec 2 ml d’eau chaude, on ajoute
quelques gouttes d’NH4OH a 10%. Le test considéré positif par ’apparition d’une coloration
rouge orangée.

f) Caractérisation des anthocyanosides :

On extrait la solution alcoolique avec I’eau et on dose la phase aqueuse obtenu avec le NaOH.
Un virage de couleur a pH différent indique la présence des anthocyanosides (l'apparition
d'une couleur rouge & pH< 3 et bleu entre 4 et 6, caractérise les anthocyanosides).

g) Caractérisation des terpénes et stéroides :

Test 1 : On ¢évaporer 10 ml d’extrait éthanolique et traite le résidu obtenu avec 10 ml de
chloroforme anhydride. Ensuite, on mélange 5 ml de la solution chloroformique avec 5 ml
d’anhydride acétique. Apres 1’ajout de quelques gouttes d’acide sulfurique concentré, on
I’agite puis la laisse reposer. L’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert
confirme la présence des hétérosides stéroidiques.

Test 2 : 5 ml d’extrait est mélangé avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide sulfurique
concentré. Une couleur rouge-marronne de la couche d’interface indique la présence des
triterpéne hétérosidique.

III.Extraction par I’éther diéthylique:

Dans un ballon, surmonté d’un réfrigérent, On met 50 g de poudre de la plante dans un
volume de 300 ml d’éther diéthylique; et on porte I’ensemble a reflux pendant 1h. Apres
refroidissement, on filtre le mélange et le soumettre aux différents tests suivants.

a) Caractérisation des alcaloides :

On évapore 10 ml de la solution étherique et dissout le résidu obtenu dans 1.5 ml de HCI
(2%), la formation d’un précipité blanc jaunatre aprés 1’ajout de 1 a 2 gouttes de réactif de
Mayer a la solution aqueuse indique la présence des alcaloides bases.

b) Caractérisation des emodols :

On évapore 3 ml de I’extrait étherique et on ajoute 1 ml d’NH4OH concentré.
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L’apparition d’une teinte vive variant de l’orangé rouge au violet pourpre, indique la
présence des emodols.

c) Caractérisation des huiles volatiles :

On évapore 20 ml de solution éthérique et dissout le résidu obtenu dans 1’éthanol, puis on
concentre la solution éthanolique a sec. Le test est positif lorsqu’on obtenir un résidu
aromatique.

IV. Extraction par I’éther de pétrole:

Dans un ballon, surmonté d’un réfrigérent, On met 5 g de poudre de la plante dans un volume
de 30 ml d’¢ther de pétrole; et on porte I’ensemble a reflux pendant 1h. Apres
refroidissement, on filtre le mélange et le soumettre aux différents tests suivants.

a) Caractérisation des stérols et triterpénes :

On évapore 10 ml de I’extrait étherique et dissout le résidu dans 0.5 ml d’anhydride acétique
et 0.5 ml de chloroforme, puis on ajoute 2 ml d’acide sulfurique concentré. Un anneau rouge
brun ou violet dans la zone de contact avec le surnageant ou une coloration violette indique la
présence des stérols et triterpénes.

b) Caractérisation des polyuronides :

Dans un tube a essai on met 10 ml d’éthanol et on ajoute goutte a goutte 2 ml d’extrait
étherique. L ’apparition d’un précipité violet ou bleu indique la présence d’un mucilage.

V. Macération par I’éther de pétrole :

Dans un tube, on met 1 g de matériel végétal broyé avec 15 a 30 ml d’éther de pétrole. On
agite le mélange et le laisse reposer pendant 24 h. on filtre le mélange et le soumettre au test
suivant.

a) Caractérisation des quinones libres :

On concentre ’extrait a sec et on ajoute quelques gouttes de NaOH (1/10). La présence des
quinones libres est confirmée par un virage de couleur de la phase agueuse au jaune, rouge ou
violet.

V1. Extraction par le chloroforme:

Dans un ballon, surmonté d’un réfrigérent, On met 5 g de poudre de la plante dans un volume
de 30 ml de chloroforme et on porte I’ensemble a reflux pendant 1h. Aprés refroidissement,
on filtre le mélange et le soumettre au test suivant.

a) Caractérisation des anthraquinones :

On ajoute le KOH aqueux (10%) a ’extrait et on agite le mélange. Un virage de couleur de la

phase aqueuse au rouge confirme la présence des anthraquinones.

88

——
| —



2/1dentification des souches fongiques

1. Critéres d’identification macroscopique :

L’aspect des colonies représente un critére d’identification. Les champignons filamenteux
forment des colonies duveteuses, laineuses, cotonneuses, veloutées, poudreuses ou
granuleuses ; parfois certaines colonies peuvent avoir une apparence glabre (I’absence ou
pauvreté du mycélium aérien).

Le relief des colonies : il peut étre plat ou plissé et la consistance des colonies peut étre
variable (molle, friable, élastique ou dure).

La taille des colonies: Elle peut-étre tres variable en fonction des genres fongiques : petites
colonies (Cladosporium) ou au contraire, colonies étendues, envahissantes (Mucor,
Rhizopus).

La couleur des colonies est un élément trés important d’identification ; les couleurs les plus
fréquentes sont le blanc, le créme, le jaune, I’orange, le rouge allant jusqu’au violet ou le
bleue, le vert, le brun allant jusqu’au noir. Les pigments peuvent étre localisés au niveau du
mycélium (Aspergillus, Penicillium) ou diffuser dans le milieu de culture (Fusarium).

Les structures de fructification : la présence ou I’absence, au centre de la colonie, des
structures de fructification sexuee (cléistotheces) ou asexuée (pycnides) (Botton et al., 1990).
2. Criteres d’identification microscopique (Technique de Micro culture):

Elle consiste a cultiver les moisissures sur des lames menées de petits carrés de PDA solidifié
et les couvrir par des lamelles, ensuite les conditionner dans une chambre stérile et humide et
les incuber a 25° C pendant 3 a 5 jours.aprés I’incubation , on effectué les observation des
lames grace a un microscope.

Aprés 2 a 3 jours d’incubation, sur des nouvelles lames stérile, on dépose 2 a 3 gouttes de
lactophénol ou bleu de coton pour le gonflement du mycélium et faciliter I’observation

microscopique des mycéliums collés sur la lame des morceaux de PDA (Pitt, 2004).

89

——
| —



Tableau : Résultat d’identification des moisissures

Aspect des colonies

Observation

microscopique

Resultat d’identification

Aspergillus flavus

Aspergillus niger

Penicillium sp.

90

Fusarium sp.
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3.Pourcentage d'inhibition = Diameétre du témoin _ diamétre de la concentration tests divise
par le diametre du témoin x 100.
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