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Résumé

Echium horridum B. est une plante médicinale utilisée pour ses propriétés thérapeutiques. Le
but de ce travail est de déterminer la présence de métabolites secondaires (phénols totaux,
flavonoides et tanins condensés) et d’évaluer le pouvoir antimicrobien des extraits
phénoliques, flavoniques et tanniques des feuilles de Echium horridum B.

L’analyse du taux d’humidité des feuilles de cette espéce a révélé un taux de 77,5%. L'extrait
hydroacétométhanolique des feuilles d'Echium horridum B. a présenté un rendement de
7,33%.

Les résultats obtenus ont montré que la teneur en polyphénols déterminée par le réactif de
Folin-Ciocalteu est élevee 794,25 mg EAG/g MS suivie par les flavonoides évalués en
utilisant la méthode de trichlorure d’Aluminium (AICI3) avec une teneur de 436,07 mg EC/g
MS et enfin, les tanins condensés estimés en utilisant la méthode de vanilline ont été estimé a
hauteur de 29,88 mg EC/g MS.

L’activité antimicrobienne des extraits a été déterminée en termes de diamétre de la zone
d’inhibition autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis des souches
bactériennes suivantes : Eteroccocus feacalis, Bacillus subtilus, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Klebsilla pneumoniae, Pseudomonas aeroginosa, la levure Candida
albicans et les champignons : Aspergillus flavus et Fusarium oxysporum.

L'extrait phénolique a présenté la meilleure activité antibactérienne, en particulier contre
Staphylococcus aureus, avec une zone d'inhibition de 21,99 mm comparable a celle de
I’antibiotiques de référence Amoxycilline avec 25 mm, et Bacillus subtilis et Enterococcus
faecalis avec des zones d'inhibition de 16,49 et 13,5 mm respectivement. En ce qui concerne
les flavonoides extraits avec le n-butanol, une sensibilitté modérée a été observée envers
Aspergillus flavus avec une zone d'inhibition de 11 mm. En revanche, les flavonoides extraits
avec de l'acétate d'éthyle et I’extrait tannique n'ont montré aucun effet antimicrobien.

Les CMIs ont indiqué que la souche Staphylococcus aureus s’est révélée la plus sensible visa-
vis de I’extrait phénolique avec une CMI égale a 9.125 mg/ml confirmant ainsi les résultats de
la méthode de diffusion sur disques.

Cette étude a permis de déduire que les feuilles de Echium horridum B. pourraient constituer
une ressource intéressante qui mérite d'étre exploitée dans divers domaines, dont celui de la
santé, en raison de sa richesse en composés bioactifs et ses valeurs biologiques.

Mots clés : Echium horridum B., composés phenoliques, activité antimicrobienne, souches

bactériennes, levure, champignons.



Abstract

Echium horridum B. is a medicinal plant used for its therapeutic properties. The aim of this
study was to determine the presence of secondary metabolites (total phenols, flavonoids, and
condensed tannins) and to evaluate the antimicrobial potential of phenolic, flavonoid, and

tannic extracts from Echium horridum B. leaves.

The analysis of leaf moisture content of this species revealed a rate of 77.5%. The
hydroacetomethanolic extract of Echium horridum B. leaves showed a yield of 7.33%.Results
indicated that the polyphenol content, determined by the Folin-Ciocalteu method, was high at
794.25 mg GAE/g DW, followed by flavonoids assessed using the Aluminum chloride
(AICI3) method at 436.07 mg CE/g DW. Condensed tannins, evaluated using the vanillin
method, were estimated at 29.88 mg CE/g DW.

The antimicrobial activity of the extracts was tested against various bacterial strains including
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsilla pneumoniae,
Pseudomonas aeroginosa, Enterococcus faecalis, as well as the yeast Candida albicans and

fungi Aspergillus flavus and Fusarium oxysporum.

The phenolic extract exhibited the highest antibacterial activity, particularly against
Staphylococcus aureus with an inhibition zone of 21.99 mm, comparable to the reference
antibiotic Amoxicillin (25 mm). It also showed significant inhibition against Bacillus subtilis
(16.49 mm) and Enterococcus faecalis (13.5 mm). The flavonoid extract with n-butanol
displayed moderate sensitivity against Aspergillus flavus with an inhibition zone of 11 mm,
whereas the ethyl acetate and tannic extracts showed no antimicrobial effect.Minimum
inhibitory concentrations (MICs) indicated that Staphylococcus aureus was most sensitive to
the phenolic extract, with an MIC of 9.125 mg/ml, confirming the results of the disc diffusion

method.

This study suggests that Echium horridum B. leaves could be a valuable resource with
potential applications in various fields, particularly in health, due to their rich bioactive

compound content and biological values.

Keywords: Echium horridum B., phenolic compounds, antimicrobial activity, bacterial

strains, yeast, fungi
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Introduction

Depuis I’antiquité, I'hnumanité a utilisé diverses plantes rencontrées dans son environnement,
pour ses besoins médicaux et jouent a ce jour a travers le monde un role capital dans I’art de
guérir (Speck et al., 2014 ; Boumediou et Addoun, 2017).

Il existe plus de 80 000 espéces de plantes médicinales sur notre planéte dont 1’exploitation ne
cesse de se développer grace au savoir des anciennes civilisations (Lahsissene et al., 2009).
La phytothérapie est une discipline allopathique, destinée a prévenir et a traiter certains
troubles fonctionnels et certains états pathologiques au moyen de plantes, de parties de plantes
(feuilles, fleurs, racines, fruits et graines) ou de préparations a base de plantes .Leur efficacité
releve, de leurs composes, tres nombreux et trés variés en fonction des espéces, qui sont
autant de principes actifs différents (Wichtl et Anton, 2003).

En effet, les extraits de plantes médicinales contiennent une variété de composés phénoliques
auxquels sont attribuées diverses activités biologiques dont [’activité antibactérienne
et antifongique. L utilisation des extraits de plantes et de composés d’origine végétale est une
source précieuse pour la médecine traditionnelle dans le traitement et la prévention d’un large
éventail de maladies ; notamment des maladies infectieuses (Ghazghazi et al., 2013).

Les plantes peuvent synthétiser un grand nombre de molécules organiques complexes dotées
souvent d'activités biologiques potentielles. Elles sont importantes pour la recherche
pharmacologique et I'élaboration des médicaments, non seulement lorsque les constitutions
des plantes sont utilisés directement comme agent thérapeutique, mais aussi comme matiere
premiére pour la synthese de médicaments ou comme modéle pour les composés pharmaco
logiquement actifs (Ameenah, 2006).

L’Algérie posséde une flore végeétale riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales qui
constituent le couvert végétal, nous trouvons des especes de la famille des Boraginacées , qui
sont également largement distribuées dans les régions méditerranéennes, dont certaines
especes spécifiques des zones magrébines.

L'utilisation de plantes médicinales est en augmentation dans le monde. Parmi la plante , les
racines sont les plus utilisées, suivies des parties aériennes. Les espéces d'Echium exercent un
effet sédatif, propriétés pharmacologiques anti-inflammatoires, antioxydantes et
anxiolytiques. En conséquence, ces espéces sont largement utilisées pour traiter les problemes
respiratoires, les ulcéres, les troubles de santé mentale et pour aider & la cicatrisation des
plaies (Jin et al., 2020).



Introduction

L'objectif principal de cette recherche est d'évaluer I'activité antimicrobienne des composés
phytochimiques contenues dans les feuilles de Echium horridum B.
Pour cela nous avons commencé par la détermination des teneurs en polyphénols, en

flavonoides et en tanins condensés et procédé a 1’extraction sélective de ces derniers afin

d’étudier leurs propriétés antibactériennes et antifongiques.
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Partie bibliographique Chapitre | : Les plantes médicinales a travers le monde

1. Définition et historique des plantes médicinales

Il existe plusieurs définitions pour parler d’une plante médicinale mais, pour faire simple, ce
terme désigne une plante ou une partie dune plante possédant des propriétés
médicamenteuses par 1’action synergique de ses composés actifs sans avoir des effets nocifs
aux doses recommandées (Merad et Mahiout, 2019).

Les plantes médicinales déesignent toutes les plantes employées afin de prévenir, traiter ou
apaiser différentes affections. Ce sont des drogues végétales dont au moins une partie possede
des propriétés medicamenteuses. Environ 35000 especes sont utilisées dans le monde a des
fins médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres
humains (Ouedraogo et al., 2021).

Depuis des milliers d'années, I'hnomme utilise les plantes trouvées dans la nature, pour traiter
et soigner divers maladies (Sanago, 2006). La connaissance et I'usage des plantes médicinales
sont transmis de génération en génération, d'abord de maniére orale, puis avec I'évolution des
civilisations gréace aux écrits (Fleurentin et Hayon, 2016) .

Nous nous sommes toujours intéressés aux plantes. Les premiers documents concernant
I'utilisation des plantes remontent a 5000 avant JC, avec une variété de plus de 250 plantes
différentes utilisées dans diverses formules (Petrovska, 2012). Le papyrus égyptien Ebers
date de 1500 avant JC et est considéré comme le plus ancien texte médical qui traite des
centaines de formules a base de plantes. A la méme époque, on retrouve des traces de
I'utilisation des plantes médicinales dans la tradition indienne des Védas (Morel, 2017).
Ailleurs dans le monde, les premieres écoles de médecine sont nées et de grandes civilisations
ont développé leurs traditions chinoises, mayas, incas, azteques, le moyen-Orient, et I'Asie, ce
qui a multiplié les découvertes et a facilité les échanges de plantes entre les pays. Parmi les
personnalités marquantes de cette période, on peut citer le médecin persan Avicenne (980-
1037) qui fonda I'école de médecine d'Ispahan, ou Ibn Al Baytar (1197-1298)( Gonzalez et
Lanly, 1997).

A partir du 19éme siecle jusqu'a nos jours , la chimie moderne a permis I'identification et la
caractérisation des substances actives présentes dans les plantes. L'extraction des principes
actifs est également devenue trés efficace. En effet, la morphine a pu étre isolée du pavot en
1815 et la quinine de I'écorce de quinquina en 1820 (Faye et Champey, 2008).

Les plantes médicinales ont conserve une large place du fait de leur efficacité dans diverses

procédures thérapeutiques (Lazli et al., 2019).



Partie bibliographique Chapitre | : Les plantes médicinales a travers le monde

2. Meédicaments a base de plantes

De nos jours, grace aux avancees scientifiques importantes réalisées depuis la fin du XIXe
siecle, I'utilisation des plantes médicinales a beaucoup évolué . Bien que les chimistes fassent
des efforts pour produire de nouvelles molécules, plus de 25 % des médicaments prescrits
dans les pays développés proviennent directement ou indirectement de plantes. On les utilise
de diverses manieres, sans connaitre les molécules qui sont a l'origine de I'action. En effet,
certains effets pharmacologiques prouvés sur I'animal sont attribués a des composés tels que
les alcaloides et leurs dérivés, les terpénes, les stéroides et les composés polyphénoliques. En
Algérie, des études récentes sont faites sur I’effet antimicrobien de quelques plantes
endémiques (Behidj-Benyounes et al., 2013).

3. Composition chimique des plantes

Les plantes possedent une composition chimique constituée de plusieurs substances. Cette
composition résulte de I'interaction entre la plante et son environnement. En effet, elle extrait
I'eau et les minéraux (oligoéléments et macroéléments) dont elle a besoin pour se développer
grace a ses racines dans le sol. Dans ses feuilles, elle effectue la photosynthése, créant ainsi
des molécules complexes connues sous le nom de composés organiques (Chabrier, 2010).
Les composes synthétisés par les plantes sont répartis en deux catégories.

e Métabolites primaires qui sont nécessaires a la vie végétale et qui ne présentent qu’une
activité pharmacologique de base (les glucides tels que la cellulose et I’amidon, les lipides, les
enzymes)

e Meétabolites secondaires ou spécialisés qui sont de composition plus complexe et
généralement regrouper dans les grandes familles chimiques telles que les polyphénols, les
terpénoides et les alcaloides (Sebih, 2020).
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Alors que I’ensemble des especes Végeétales produisent des molécules qui jouent un role
dans la nutrition et les processus physiologiques fondamentaux intrinséques a un organisme
donné sont qualifiées de métabolites primaires (Ouassou et al., 2019) , il existe aussi des
composés appelés métabolites secondaires qui sont synthétisés a partir des métabolites
primaires et résultent de réactions chimiques ultérieures (Dao, 2008). Ces derniers contribuent
seulement de maniere indirecte aux processus vitaux de la cellule . lls ont des fonctions
importantes dans les défenses de I'organisme, et dans les interactions biologiques avec

I'environnement de I'organisme (Elite, 2022).

Les métabolites secondaires sont souvent synthétisés dans une partie de la plante et stockes
dans une autre, les terpenes et les flavonoides sont des exemples des métabolites secondaires,
ainsi gque les polyphénols, les tanins et les alcaloides (Hadjer, 2023).

1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des composés avec un ou plusieurs cycles aromatiques et un
ou plusieurs groupes hydroxyles. Ils sont largement répandus dans le régne végétal, c’est les
métabolites secondaires les plus abondants dans les plantes. Plus de 10 000 structures
phénoliques connues, allant de molécules simples telles que les acides phénoliques a des
substances hautement polymérisées telles que les tanins (Dai et al., 2010) .

Les composés phénoliques sont dotés de nombreuses propriétés physiologiques leur
permettant d’exercer des activités antiallergique, anti-inflammatoire, antimicrobienne,

anticancérigene (Djendoubi et Mouzgharit, 2023).

1.1. Classification et type de composés phénoliques

Les polyphénols forment un trés vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent étre

classifiés selon le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbones (Figure 1).
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Polyphénols

 J h 4 l

Les flavonoides Les stilbénes Les acide phénoligue Les lignanes
______ » Flavonol ;_ - - - _p Hydroxycinnamie acides
————— + Flavone |
I

» Flavanone L - - = - »Hydroxybenzoique acides

————— + Isoflavone
» Flavan-3-ol

----- » Anthocyane
Figure 1 : Principaux groupes des meétabolites secondaires des végétaux
(Urqguiaga et Leighton, 2000).

1.2. Les acides phénoliques

Les composes organiques présentant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle
phénolique sont classés en deux sous-classes. Les formes les plus simples des composés
phénoliques sont les acides phénoliques, qui se divisent en deux grands groupes : les acides
hydroxy cinnamiques (C6-C3) et les acides hydroxybenzoiques (C6-C1) (Macheix et al.,
2005).

Les composés les plus fréquents sont 1’acide p-coumarique, 1’acide caféique qui a tres
largement démontré son activité antioxydante , I’acide férulique et 1’acide sinapique .

A B

OH O

HO

Figure 2 : Structure chimique de 1’acide phénolique : 1’acide de hydroxybenzoique (A) et
hydroxycinnamique (B) (Calinoiu et Vodnar, 2018).
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1.3. Les flavonoides

Les flavonoides sont principalement présents dans les plantes de haute qualité, notamment
dans certaines familles : La famille des Polygonaceae, Rutaceae, Fabaceae, Apiacea et
Asteraceae (Benmoussa et al., 2021).

Les flavonoides représentent le groupe principal de polyphénols, comprenant plus de 9000
composés différents, et sont généralement présents dans toutes les plantes médicinales.

Les flavonoides sont formés par une structure C6-C3-C6 (Figure 3). On distingue plusieurs
catégories parmi lesquelles , les plus importants sont sont: les flavonols, les flavones, les

flavanols, les isoflavones, les flavanones, et les anthocyanes (Belabes et Djedira, 2019) .

Figure 3 : Squelette de base des flavonoides (Bruneto, 1999).

1.4. Les tanins

Les tanins sont largement présents dans les plantes. On les retrouve dans les vacuoles ; ils
peuvent parfois étre associés aux protéines et aux alcaloides. Les tanins sont souvent des
corps amorphes qui se dissocient dans I'eau en solutions colloidales (Djannat, 2022).

Les tannins sont des composés phénoliques a poids moléculaire élevé employées dans le
secteur du cuir. ils se trouvent dans presque chaque partie de la plante : écorce, bois, feuilles,
fruits et racines (Rahmoun, 2013).

Les tanins sont un ensemble varié de substances phénoliques. Les tanins peuvent étre divisés
en deux grands groupes en fonction des différences dans leur structure chimique : les tanins
condensés et les tanins hydrolysables (Figure 4). Les tanins hydrolysables sont des
substances qui peuvent étre hydrolysées. Les tanins hydrolysables sont des polyesters d’acide
gallique ou d’acide ellagique et d’hydrate de carbone. En ce qui concerne les tanins

condensés ou proanthocyanidines, ce sont des polymeéres de flavonoides localisés dans les



Partie bibliographique Chapitre 11 : Les métabolites secondaires

vacuoles des cellules des plantes qui en contiennent. Les tanins hydrolysables sont un type de

tanins qu’on retrouve rarement dans les fourrages (Benjelloun et al., 2014).

Tanin condensé Tanin hydrolysable

Figure 4 : Structure chimique des tanins condenseés et hydrolysables

(Mcsweeney et al., 2001).

1.5. Les alcaloides

Les alcaloides proviennent de la nature, généralement de la végétation. Il s'agit de composés
organiques azotés et basiques qui possedent des propriétés pharmacologiques significatives a
faible dose. En nature, ils sont souvent acidifiés par des acides organiques tels que les
tartrates, les maliates, etc., ou associés a des tanins . llIs peuvent étre divisés en trois catégories
. Alcaloides vrais, protoalcaloides et pseudo alcaloides. Alcaloides vrais se distinguent par
leur cytotoxicité significative, leur activité physiologique étendue, la plupart étant des bases
stables, et ils contiennent un ou plusieurs atomes d'azotes dans leur cycle. Les protoalcaloides
sont des amines simples telles que les acides aminés, ainsi que d'autres alcaloides tels que la
Mescaline et I'Ephédrine (Figure 5). Et les Pseudo alcaloides: regroupe les composés azoteés,
non dérivés des acides aminés; I’incorporation de l'azote dans la structure se fait en phase

finale; comme la caféine ( Bruneton, 2009) .
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(0]
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Figure 5 : Structures de quelques alcaloides (Badiaga, 2011).

1.6. Les terpenoides

Il s'agit du plus grand groupe, avec environ 3 000 terpénes décrits dans la littérature. Les
terpénes se composent d'un multiple de cing atomes de carbone de formule générale (C5 H8) .
L'isopréne est la molécule de base (Bouyahya et al., 2018).

Leur nombre d'unités condensées les classe dans les catégories suivantes (Figure 6) :
hémiterpénoides (C5), monoterpénoides (C10), sesquiterpénoides (C15), diterpénoides (C20),
triterpénoides (C30), tétraterpénoides (C40) ou polyterpénoides (nombre de carbones
supérieur a( C40). Leurs diversifications sont influencées par des réarrangements et des

modifications (Gavira, 2013).
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Figure 6 : Diversité des isoprénoides et classification (Gavira, 2013).
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L’activité antimicrobienne :

L’organisme humain, constamment exposé a une multitude de microbes (bactéries, virus,
parasites, champignons microscopique), possede un systeme complexe de défense qui lui
permet de rencontrer ou d’héberger ces microbes sans leur permettre d’envahir ses tissus.
Pour lutter contre ces infections, de nombreux programmes ont été conduit pour découvrir et
développer de nombreux agents antimicrobiens d’origine biologique (Hessas et Simoud,
2018).

Beaucoup de groupes de recherches ont étudié I’activité antimicrobienne, des efforts
importants sont dirigés vers I'exploration des extraits de plantes médicinales comme sources
alternatives ou complémentaires pouvant étre utilisées pour renforcer le systeme immunitaire
en cas d'infection fongique, bactérienne ou virale (Akram et al., 2022).

En effet, Les composés actifs végétaux sont fréquemment associés aux métabolites
secondaires, notamment les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins ou les dérivés
terpéniques trouvés dans les plantes médicinales (Bourgaud et al., 2001).

Les polyphénols sont principalement le groupe de molécules le plus répandu dans la
veégétation , qui représentent nombreuses propriétés antimicrobienne (Lugasi et al., 2003).

Le mot "agent antimicrobien" fait référence a tout produit qui a pour but de tuer les
microorganismes ou de les empécher de se développer, y compris les agents antibactériens.
Depuis de nombreuses décennies, les agents antimicrobiens sont employés afin de soigner les
maladies transmissibles et prévenir les infections.

Ces agents peuvent agir de différentes maniéres sur les bactéries ayant un effet
bactériostatique se produit lorsque la substance empéche la prolifération des bactéries, ou un
effet bactéricides qui se produit lorsque la substance détruit complétement les bactéries (Cce.,
2001) .

1. L’activité antibactérienne

L’infection bactérienne est la propagation d’une souche de bactéries nuisibles sur ou dans le
corps . Les infections bactériennes ont un impact important sur notre santé, les bacteries
pathogenes possedent des caractéristiques qui leur permettent d’échapper aux mécanismes de
protection de I’organisme et d’utiliser ses ressources et provoquer des infections. Tous les
organes humains sont susceptibles d’étre infectés par les bactéries (Bakhtia, 2023) .

Des études ont été élaborées pour 1’évaluation des propriétés antibactériennes, des

polyphénols.
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Les plantes produisent des flavonoides lors de l'invasion bactérienne. Il est donc logique
qu'elles jouent un réle efficace en tant que substances antimicrobiennes in vitro contre les
microorganismes (Daglia et al., 2012).

Les propriétés antimicrobiennes de la propolis est associée aux composés de la classe des
flavonols et des flavanones. Effectivement, grace a leur capacité a empécher la germination
des spores de plantes pathogénes, ils sont de bons candidats pour combattre les champignons
pathogénes chez I'nhomme.

De plus, la capacité des tanins a créer des complexes avec les protéines par des liaisons
hydrogénes, des liaisons hydrophobes ou des liaisons covalentes, leur permet alors de
désactiver les adhésions microbiennes, enzymatiques et les enveloppes cellulaires transportant
les protéines des microorganismes (Cowan,1999).

2. Les Antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances chimiques qui ont une action antibactérienne, qu'elles
soient produites par des organismes vivants ou synthétisées par des méthodes chimiques
particuliéres. C'est par l'inhibition ou l'altération de certains processus essentiels que les
micro-organismes se manifestent et les antibiotiques ont le pouvoir de tuer (effet bactéricide)
ou de les ralentir (effet bactériostatique) en fonction de la molécule, de sa concentration et du
temps de contact avec les bactéries (Guilfoile, 2007).

La résistance aux antibiotiques est un phénomene général observé pour toutes les espéces
bactériennes rencontrées chez I'nomme. Les bactéries possédent une grande capacité
d'adaptation qui leur permet d'acquérir de nouvelles caractéristiques, ce qui leur permet de
résister aux antibiotiques (Rougeaux, 2014). On distingue :

e La résistance naturelle : elle s'applique a toutes les souches d'une espéece bactérienne
et est préexistante a I'utilisation des antibiotiques. Cette résistance est héritée des
chromosomes et est transmissible de cellule fille a cellule fille lors de la réplication
bactérienne.

e La résistance acquise : Elle concerne uniquement une partie des souches d'une espéce
bactérienne habituellement sensible et survient aprés I'administration d'antibiotiques.
Un mécanisme de résistance nouveau peut étre acquis a la suite d'une mutation sur le
chromosome bactérien ou d'une information génétique provenant d'une bactérie déja

résistante (Djoudi et Yahyaoui, 2022).
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3. L’activité antifongique

Les antifongiques sont des produits chimiques produits par des microorganismes ou
synthétisés a partir de molécules provenant de composés naturels, qui ont la capacité d'inhiber
spécifiqguement divers champignons. Le champignon pathogene est détruit par des molécules
fongicides, tandis que les molécules fongistatiques sont responsables de la limitation du
développement du myceéte, qui sera ensuite eliminé lors du renouvellement tissulaire (Brans,
2015).

Plusieurs especes de plantes ont longtemps été reconnues pour leurs propriétés
antimicrobiennes. Les plantes aromatiques et medicinales offrent une grande richesse
naturelle dont la mise en valeur nécessite une connaissance approfondie des propriétés a
mettre en avant. Les propriétés pharmaceutiques des plantes médicinales sont influencées par

la présence d'agents bioactifs divers et de diverses classes chimiques (Madjida, 2022).
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1. Lafamille de Boraginacées

Les boraginacées sont une famille trés commune, surtout dans les régions tempérées et
tropicales, répandue dans le monde entier, mais avec une certaine abondance dans le nord-
ouest de I'Ameérique, en Asie et le bassin méditerranéen (Sakhraoui et al., 2021). lls se
manifestent dans divers habitats, allant du niveau de la mer jusqu'a plus de 4000m d'altitude
(Bowe et Yatskievych, 2016).

Les Boraginacées sont une grande famille d'angiospermes regroupant environ 2 740 especes
réparties en 148 a 156 genres (Braun et al., 2018). Les plantes sont généralement des herbes,
des sous-arbustes et rarement des arbustes ou des arbres. lls sont souvent des plantes entieres
hérissées et rarement lisses (Zhenghao et al., 2017).

La classe des alcaloides pyrrolizidiniques joue un role essentiel dans la classification chimio-
taxonomique des Boraginacées, car elle est presque systématiquement présente dans les
genres qui composent cette grande plante (Gandini, 2016).

2. Legenre Echium

Le genre Echium appartient a la famille des borraginacées et comprend soixante-sept espéces.
Il est originaire d'Europe et a d'Afrique du Nord Algérie, Maroc, iles Canaries, Egypte,
Guinée, Libye, Mali, Mauritanie, Soudan, Tunisie, Sahara occidental, et est largement
distribué dans la région méditerranéenne. Le genre est utilisé dans la médecine traditionnelle
depuis 300 avant JC (Wang et al., 2022).

Ce sont des plantes herbacées et vivaces principalement annuelle ou bisannuelle, mesurant
entre 20 cm et 5 m selon les especes. Il a une floraison impressionnante, de mars a aodt, sous
forme d'épis de plusieurs dizaines de centimeétres, recouverts de fleurs bleues, violacées,
blanches ou rouges (Messehel et al., 2023).

Les études pharmacologiques actuelles montrent que les espéces d'Echium ont des effets anti-
inflammatoires, antiviraux, antibactériens, anxiolytiques, antioxydants et analgésiques (Gecer
et erenler, 2023).

3. Présentation de la plante Echium horridum B.

Echium horridum B. est une espéce ecologique de grande valeur, originaire et répandue en
Afrique du Nord. Elle peut se développer dans les environnements les plus arides et chauds
du Sahara jusqu'aux plus frais et humides de la c6te méditerranéenne du nord-ouest de
I'Afrique (Boulos, 2000).
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Cette espéce peut étre différenciée de ses congénéres les plus proches par la tige constituée de
soies rigides et perméables et des pointus a base bulbeuse qui permettent de voir la couleur
verte glaugque de la méme chose entre eux (Deniz et Reyes, 2008).

4. Description et classification botanique

Echium horridum B. est une plante annuelle de dimension tres variable, a racine
profondément pivotante, ses tiges simples ou rameuses a la base, atteignant 1,5m de haut,
couvertes de poils raides, étalés, insérés sur un tubercule (Photo 1A).
Les feuilles radicales insensiblement atténuées en pétiole, les supérieures sessiles, toutes
allongées, couvertes de soies raides fines, toutes courtes ou bien des courtes et des longues,
avec ou sans tubercules suivant les endroits (en terrain frais, peu de tubercules, en terrain
aride, le contraire) (Photo 1B ) (Jean, 2023).

Ses fleurs sont rouges carmin , devenant violet-bleuatre lorsqu’elle fleurissent . Elles sont
grande de taille (environ 2-3 cm) avec 5 sépales de 5 a 15 mm, a peu pres libres, assez
inégales, velu-hirsutes. Les corolles mesurent entre 20 et 30 mm de long, sont tomenteuses a
I’extérieure et présentent un bouche oblique caractéristique. L’anneau basal est composé de

10 petites écailles hirsute (Photo 1C).

La pilosité simple (formée de poils a peu pres identiques) ou double doit étre observeée sur le
milieu des plantes (Photo 1D) (Claude, 2018).
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B- La fleur C- Lapilosité

photo 1: Description de la tige, la feuille, la fleur et la pilosité
de Echium horridum B. (Jean, 2023).
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5. Nomenclature
Tableau 1 : Classification de la plante Echium horridum B. (Ogbi et Siad, 2017)

Regne Plantae
Embranchement Spermatophyta
Sous embranchement Angiospermae
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales

Famille Borginaceae

Genre Echium

Espéece Echium horridum B

6. Propriétés et usages thérapeutiques de la plante

La médecine traditionnelle utilise les parties (feuilles, fleurs et racines) de plusieurs plantes de
la famille des Boraginacées pour soigner : les blessures, les affections de la peau (soigner les
bralures), la fievre, les douleurs thoraciques, abdominales et articulaires, I'hypotension,
I'inflammation des yeux, l'infection de l'oreille, l'arthrite. Elles ont aussi des effets
antispasmodiques, antibactériens, antihelminthiques, anti-hémorragiques, antiseptiques,
diurétiques, cataplasmes pour les plaies fréquentes et les maladies vénériennes (Tiwari,
2008).
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Partie expérimentale

1. Objectif de I’étude
Dans le cadre de 1'évaluation de 1’activité antimicrobienne des plantes a intérét biologique,
nous nous sommes intéressées a 1’espéce Echium horridum B. Nous avons effectué notre

expérimentation au sein du laboratoire de recherches des Produits Naturels LAPRONA..

2. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est constitué des feuilles d’Echium horridum B.,
récoltées dans la région de Souahlia-Tounane, durant le mois de mars 2024 de la willaya de
Tlemcen, région de l'ouest de I'Algérie.

Apres la collecte, les feuilles sont séchées a I’air libre (photo2). Ensuite a 1’aide d’un broyeur
électrique sont transformé en poudre (photo3). Cette derniere et conservée dans des boites de

verre opaque et hermétiquement fermé.

photo 2: Les feuilles de Echium horridum B.
(Tlemcen, 2024).

<
N

photo 3: La poudre des feuilles de Echium horridum B.
(Tlemcen, 2024).
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3. Détermination du taux d’humidité (Audigié et al., 1980)
» Principe
Pour la détermination du pourcentage d’humidité, on procede a une dessiccation de
I’échantillon frais a analyser dans une étuve a la température de 100°C a 105°C est sous la
pression atmosphérique jusqu’a 1’obtention d’une masse pratiquement constante. Pour éviter
toute reprise d’humidité, il convient d’opérer dans des vases de tare, placés dans un
dessiccateur.
» Mode opératoire
* Les vases de tare ont été séchés a 1’étuve pendant 30 min a 103°C avec couvercles inclinés.
* Apres refroidissement dans un dessiccateur durant 20 a 30 min, les vases de tare ont été
pesés avec les couvercles (P1).
* Dans chaque vase, 2g de I’échantillon ont été introduit, I’ensemble a été pesé avec les
couvercles fermés (P2).
* Aprés un étuvage de 3h a 105°C avec couvercles inclinés puis refroidissement dans un
dessiccateur pendant 15 min, les vases de tare sont pesés, ensuite ils sont remis avec
couvercles inclinés dans 1’étuve durant 1h a 105°C.
* Apres refroidissement comme précédemment, les vases de tare sont pesés (P3).
* La différence entre deux pesées doit tre inférieure a 2mg, si non 1’opération est renouvelée
jusqu’a poids constant.
» Expression des résultats
Le taux d’humidité (%) d’un matériel végétal est déterminé par la relation suivante :
Taux d’humidité % = [(p2 - p3) / (p2 - p1)] 100.
Avec :
P1 : poids en gramme de vase de tare vide.
P2 : poids en gramme de la prise d’essai avant séchage.
P3 : poids en gramme de la prise d’essai apres séchage.
A partir de la teneur en eau, on peut déterminer le taux de matiére séche qui est donné par la
formule suivante :
Taux de matiere séche(%) = 100 - teneur en eau %.
4. Extraction des composes phénoliques (Jimoh et al., 2010)
L’échantillon (2g) a été maceré dans 40 ml de chaque solvant d'extraction (acétone, méthanol
et eau) avec un rapport de (14/14/12) respectivement, la solution a été maintenue sous

agitation pendant 2 h, ensuit le mélange a été centrifugé et le surnageant a été récupéré, puis
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I'échantillon a été extrait pour une seconde fois, avec 40 ml du solvant d'extraction et la
solution a été centrifugée (surnageant b). Les deux surnageants (a+b) ont été réunis et
évaporés avec un rotavapeur jusqu’a €limination de la phase organique. La phase aqueuse
ainsi récupeérée, a été extraite avec du n-hexane, afin d’éliminer les lipides, la phase aqueuse a
été évaporée a sec, a température réduite de 40 a 45°C, a l'aide d'un rotavapeur. Les résidus

obtenus ont été récupérés dans 3mL de méthanol.

29 de matiere végétal + méthanol + acétone + eau

2h agitation

Centrifuge 6000 tours 20 min

Recuperate le surnagent A

Refaire 1’extraction avec le culot et 40ml de
(acétone/méthanol/eau)

Récupération de surnagent B

Evaporation partielle de 1’extrait

La phase aqueuse + 20ml de ’hexane

Récupération de la phase aqueuse

Evaporation totale de 1’extrait

Récupération avec 3ml de methanol

Figure 7 : Protocole d’extraction des polyphénols (Jimoh et al., 2010).
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5. Dosage des composés phénoliques

5.1. Dosage des polyphénols (Singleton et Rossi, 1965)

» Principe
Le dosage des phénols totaux dans les extraits ont été effectué par la
spectrophotométrique selon la méthode du réactif de Folin-Ciocalteu. Ce réactif est
composé d’un d’acide phosphotungastique (HsPW1,040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PMO12040) de couleur jaune. Il est réduit lors de 1’oxydation des phénols, en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La coloration produite dont la
lecture de I’absorption et a 760 nm, est proportionnelle a la quantité des phénols présente
dans ’extrait végétal.

» Mode opératoire
» Mélanger 100 pl de chaque extraits avec 2000 pl de la solution de carbonate de sodium
Na,CO3 (2%) ;
* Incubation pendant 5 minutes a température ambiante
* Ajouter 100 pl de réactif Folin-Ciocalteu a 1N
» Le mélange a été incubé pendant 30 minutes a 1’obscurité et a température ambiante
* Mesurer 1’absorbance contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotométre a 760 nm.
On a réalisé une courbe d’étalonnage (y= a.x + b) en paralléle dans les mémes conditions
a partir d’acide gallique a différentes concentrations.

» Expression des résultats
Les teneurs en polyphénols de 1’extrait sont exprimées en milligramme équivalent d’acide

gallique par gramme de matiere seche (mg EAG/g MS).

5.2. Dosage des Flavonoides (Djeridane et al., 2006)
» Principe
Le dosage des flavonoides repose sur la méthode du réactif de chlorure d’aluminium, qui
forme un complexe de coloration jaune avec les groupements hydroxyles des flavonoides.
» Mode opératoire
» Mélanger 250 ul de I’extrait avec 1000 pl d’eau distillée et 75ul du réactif NaNO, a 15
% ;
* incubation pendant 6 min a température ambiante, ajouter 75ul du réactif chlorure

d’aluminium AIClz a 10%
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5.3.

6.

* Aprés 6 min, ajouter 1000 pul d’hydroxyde de sodium NaOH (4%), ajouter100 pl d’eau
distillée
* Incubation du mélange a température ambiante et a 1’abri de la lumiére pendant 30 min
* Mesurer 1’absorbance contre un blanc a 510 nm.
Une courbe d’étalonnage (y=ax + b) a été réalisée en parallele dans les mémes conditions
opératoires en utilisant la catéchine comme standard a différentes concentration.
» Expression des résultats
Les teneurs en flavonoides des extraits ont été exprimées en milligramme équivalent de

Catéchine par gramme de matiére séche (mg EC/g MS).

Dosage des tanins condenses (Julkunen-Titto, 1985)

» Principe
La quantification des tanins est effectuée a partir de la méthode de vanilline en milieu
acide.

» Mode opératoire :
* 50 pul de I’extrait phénolique est ajouté a 1500 pl de la solution vanilline/méthanol (4%,
m/v)
* Agiter le mélange a I’aide d’un vortex.
e 750 ul de l’acide chlorhydrique concentré (HCL) est additionné et laissé réagir a
température ambiante pendant 20 min.
» L’absorbance est mesurée contre un blanc a 550. Une courbe d’étalonnage est réalisée
en parallele dans les mémes conditions opératoires en utilisant la catéchine comme
standard a différentes concentration

» Expression des résultats :
La concentration des tanins condensés est estimée en milligramme équivalents de
catéchine par gramme de matiere séche (mg EC/g MS).

Extraction des flavonoides et des tanins totaux

6.1. Extraction des fractions acétate d’éthyle et n-butanol des flavonoides

10 g de poudre végétale sont ajoutés a un mélange de 100 ml de méthanol bouillant avec 5g

de CaCos. L’ébullition de mélange est maintenue sous réfrigérant a reflux pendant 1 heure.

Apres filtration (filtrat 1), le dép6t a été traité pendant une heure a ébullition avec les mémes

quantités de méthanol (filtrat 2). Les deux filtrats sont réunis, et la solution obtenue est

soumise a une distillation sous pression réduite et le résidu sec est récupéré avec 50 ml d’eau
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distillée bouillante. Le filtrat obtenu est mis dans une ampoule a décanter avec 50 ml d’acétate
d’¢éthyle, et aprés 24 heures de décantation des deux phases, la phase organique est recupérée
puis séchée a I’évaporateur rotatif. L’opération est répétée avec 50 ml de n-butanol (Bu OH)

(Dauguet et Foucher, 1982). Cette étape est caractérisée par la spécificité et la polarité du
solvant organique.
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Figure 8 : Extraction des flavonoides (Dauguet et Foucher, 1982).
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6.2. Extraction des tanins totaux

2.5g de poudre végétale sont ajoutés a 50 ml du mélange eau-acétone 35/15 (v/v), puis laisser
macérer pendant 4 jours a froid (4°C). Aprées filtration et évaporation de I’acétone, la phase
aqueuse est reprise dans 25 ml du dichlorométhane. La décantation des deux phases aprés 24
heures. La phase aqueuse est extraite par 50 ml d’acétate d’éthyle, puis est soumise a une

évaporation a sec et enfin récupérée dans 3 ml de méthanol (Bruneton, 1999).

2.5g de matériel végétal + 50 ml eau/acétone 35/15

Macération 4 jours a 4°c

Filtration

Reprendre la phase augeuse avec 15 ml dichlorométhane

Décantation apres 24 heures

Reprendre la phase aqueuse avec 30 ml d’acétate d’éthyle

Décantation

Evaporer la phase acétate d’éthyle

Récupération dans 3 ml de méthanol

Figure 9 : Extraction des tanins totaux (Bruneton, 1999).
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7. Evaluation de P’activité antimicrobienne

7.1. Souches testées

Dans le but de tester I’effet antimicrobien in vitro des extraits des feuilles de la plante
Echium horridum B., on a utilisé des souches de références qui sont mentionnées dans le
tableau suivant :

Tableau 2 : Souches utilisées dans les différents tests d’activité antimicrobienne

Microorganismes Gram Code
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Positif
Bacillus subtillus O PATCC 6633
Enterococcus feacalis ATCC 29212
Psedomonas aerugenosa ATCC 27853
Bacteries Négatif
Escherichia coli ATCC 25922
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
ATCC 10231
Levures Candida Albicans
Champignons Aspergillus flavus MNHN 994294
Fusarium oxysporum MNHN 566

ATCC : American Type Culture Collection.

7.2. Milieux de culture

Les milieux de culture sont indispensables a la multiplication bactérienne ce qui permet
a I’étude de I’activité antimicrobienne.

Les milieux utilisés durant cette étude, sont indiqué dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 3 : Les milieux de culture utilisé dans cette étude

Milieu de culture pH | Utilisation

Gélose nutritive 7.0 | pour la conservation des souches

Bouillon Mueller Hinton | 7.4 | pour le repiquage des bactéries

Gélose Mueller-Hinton | 7.4 | Pour ’évaluation d’activité antimicrobienne des bactéries

Bouillon Sabouraud 5.6 | Pour le repiquage de levure

Gélose Sabouraud 5.6 | Pour I’évaluation d’activité antimicrobienne de levure

7.3. Antibiotiques et antifongiques utilisée

Les antibiotiques utilisés sont illustrée dans les figures ci-dessus :

Figure 10 : Ampicilline (AMP) 10ug (Biocare)
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Figure 11 : Nystatine 100 pg (Sigma-Aldrich)

Pour I’AMP et Nystatine on a utilisé des disques de 6 mm de diametre imbibés d’antibiotique
a des charges bien definies selon CLSI (2015).

Figure 12 : Amoxycilline (AMX) 25ug (bio Rad)

7.4. Etapes préliminaires a I'étude

7.4.1. Préparation de I’inoculum

L’inoculum est un échantillonnage de microorganismes ensemencé dans un milieu de

culture biologique par inoculation.
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Dans les bouillons (BMH pour les bactéries et BS pour les levures), on a réalisé une pré-
culture des souches pour garantir la croissance.

Aprés incubation de 18/24h a 37°c pour les bactéries et 48h a 30°c pour les levures, la
turbidité est ensuite ajustée au standard Mc Farland 0.5 avec un colorimétre, on ajoutant, soit
de la culture s’il est trop faible, ou bien le milieu (BMH ou BS) stérile pour le diluer s’il est
trop charger. Les normes correspond & 10® UFC/ml pour les bactéries (D.O = 0.08 4 0.1 / A
625 nm) et 10° UFC /ml pour les levures (D.O = 0.08 4 0.1 / A625 nm).

On doit faire I’ensemencement dans les 15 minutes qui suivent la préparation de I’inoculum

(Rahal et al., 2008 ;Vitali et al., 2016).

7.4.2. Ensemencement

Les boites Pétri sont coulées a une épaisseur de 4 mm. Ensuite, ils sont introduites dans 1’étuve a

37°C pendant 30 min avant I’ensemencement afin d’éliminer I’humidité.

dans le tube de la suspension bactérienne, on trompe un écouvillon stérile puis on doit
I’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de le
décharger au maximum.

Frotter 1’écouvillon sur la totalit¢ de la surface gélosée seche, de haut en bas, en stries
serrées. et on Répéte 1’opération 2 fois, en tournant la boite 60° & chaque fois sans oublier
de faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme.

Finir ’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

on doit recharger 1’écouvillon a chaque fois quand on ensemence une boite de Pétri (Rahal et

al

., 2008).

7.5. Méthode de diffusion sur disque

7.5.1. Mode opératoire

Cette méthode consiste en une diffusion sur milieu solide (la gélose Mueller Hinton

pour les bactéries et Sabouraud pour les levures) qui a été ensemencé avec les différentes
souches bactériennes, un support (disque de papier filtre de 6 mm de diamétre sont stérilisés a
I’autoclave) contenant 5 pL des extraits (phénols totaux, flavonoides extraits avec le n-
butanol, les flavonoides extraits avec de 1’acétate d’éthyle et tanins condensés) et des
antibiotiques (des disques d’ampicilline (10pg) et amoxycilline (25ug) ont été utilisés comme
des contréles positifs pour les bactéries et des disques de la nystatine(100 pg) pour les

Candida) a tester sera déposé par-dessus (Benmahieddine et al., 2021). Apres, les boites sont
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placées a 4°C pendant environ 2 h pour permettre une pré-diffusion des molécules bioactives
contenant dans les extraits et ralentir la croissance microbienne (Kitouni, 2007).

Deux répétitions sont effectuées pour chaque charge.

7.5.2. L’incubation

L’incubation des boites est faite a 37°C pendant 24 h pour les bactéries et a 37°C

pendant 48 h pour les Candida.

7.5.3. Lecture

La lecture des résultats se fait par la mesure du diametre, en mm, de la zone d’inhibition dans
les deux directions perpendiculaires autour des disques avec une régle graduée sur le fond de
la boite sans enlever le couvercle (Belyagoubi-Benhammou et al., 2019).

Le pouvoir antimicrobien de I’extrait phénolique, des flavonoides et des tanins est obtenu par
la mesure du diamétre des zones d’inhibition en mm et peut étre symbolisé par des signes
d’aprés la sensibilisation des souches (Ponce et al., 2003).

- Extrémement sensible (+++) : plus de 20mm

- Trés sensibles (++) : de 15 a19mm

- Sensibles (+) : de 8 al4mm

- Non sensibles - : moins de 8mm

7.6. Méthode de micro-dilution en milieu liquide

Ce test en milieu liquide a pour objectif de déterminer les valeurs des parametres
antimicrobiens dont la concentration minimale inhibitrice (CMI).

La méthode décrite par Okusa et al. (2007), avec une légére modification a été employée.
200 pl d’une solution préparée a partir de 2 ml de bouillon Mueller Hinton, 100 pl d’extrait
(polyphénols, n-butanol, Acétate d’éthyle et tannins) des feuilles de Echium horridum B. et
100 pl de DMSO, sont transférés dans une microplague a 96 puits et une gamme de
concentrations de chaque huile essentielle est effectuée par des dilutions au demi dans les
milieux de culture.

A partir d’une culture microbienne de 24 h d’incubation, nous avons préparé un inoculum de
106 UFC/mI (pour les bactéries) et 104 UFC/ml (pour la levure) dans une solution de chlorure
de sodium (0,9%). Ensuite 100 ul de cet inoculum sont homogénéisés dans chaque puits de la
gamme de concentrations préalablement préparée puis incubée a 30+1 °C ou 37+1 °C pendant
24 ou 48 h. Deux puits représentent les témoins négatifs : un ler puits contient le milieu de

culture et I’inoculum et un 2éme puits contient uniquement le milieu de culture. La
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concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme étant la plus faible concentration
de I’extrait capable d’inhiber toute croissance visible du germe.

Elle mesure donc, un effet bactériostatique et ne renseigne pas sur 1’état de la population
bactérienne, ne permettant notamment pas de préciser si elle a été tuée en partie ou totalement
si elle a seulement cessé de se multiplier (Bergogne-Bérézin et Brogard, 1999).

La turbidité de chaque puits est appréciée a I’ceil nu a la lumiére du jour.
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Résultats et discussion

1. Détermination du taux d’humidité

La détermination du taux d’humidité a été effectuée selon la méthode de Audigié et al.
(1980). L’analyse du taux d’humidité des feuilles de Echium horridum B. a révélé un taux
d’humidité de 77,5% (Figure 13) et a partir de cette valeur a été déterminé le pourcentage de

la matiére seche (MS) qui a été estimée a 22,5% .

M Taux d'humidité %

H Taux de matiére séche %

Figure 13 : Taux d’humidité des feuilles de Echium horridum B .

2. Rendement de I’extrait phénolique

L’extraction hydroacétométhanolique des composés phénolique des feuilles de Echium
horridum B., nous a permis de déterminer le rendement de 1’extrait phénolique qui enregistre
un pourcentage de 7,33 %. Cependant, ce rendement est inférieur & ceux obtenus par
Messehel et al. (2023) qui était de 13,2 % pour Echium creticum L. et Chaouche (2009) avec

un rendement de 21,33 % pour Echium pycnanthum .

3. Teneurs en polyphénols totaux, flavonoides et tanins condensés

Sur la base de la valeur d'absorbance de la solution d'extrait et par comparaison avec la
solution standard, les résultats de I'analyse colorimétrique des polyphénols totaux, des
flavonoides et des tanins condensés sont exprimés en milligramme équivalent (standard) par
gramme de matiere végétale seche (mg standard E/g MS), en utilisant I'équation de la
régression linéaire de la courbe d'étalonnage tracée a partir de I'étalon correspondant acide
galligue et catéchine.
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Figure 14: Courbes d’étalonnages de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols (a), et
de la catéchine pour le dosage des flavonoides et des tanins condensés (b-c)
(Tlemen, 2024).

Le dosage des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés des feuilles
de Echium horridum B. a été déterminé selon la méthode du réactif de Folin-Ciocalteu, de
trichlorure d’aluminium AICl3 et la méthode de vanilline en milieu acide respectivement. Les

résultats sont résumés dans le (Tableau 4).
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Tableau 4 : Teneurs en phénols totaux, flavonoides et tanins condensés des feuilles de
Echium horridum B.

Feuilles Echium horridum B Dosage mg /g MS
Polyphénols totaux 794,25
(mg EAG/g MS)
Flavonoides 436,07
(mg EC/g MS)
Tanins condensés 29,88
(mg EC/g MS)

mg EAG/g MS : mg équivalent d’acide gallique/ g de la matiere séche. mg EC/g MS: mg équivalent de
catéchine/g de la matiére seche.
Le tableau 4 démontre bien la richesse des feuilles de Echium horridum B. en molécules
bioactives, notamment en polyphénols avec 794,25 mg EAG/g MS suivi par les flavonoides
avec une teneur égale a 436,07 mg EC/g MS et enfin en tanins condensés avec une
concentration de 29,88 mg EC/g MS.
Ces résultats sont considérablement supérieurs a ceux de Laoufi, (2019) et Chaouche, (2009)
qui avaient constaté une teneur en polyphénols extraits des Echium vulgare et pycnanthum
moindres avec seulement 121,63 mg EAG /g MS, 262,98 mg EAG/g MS.
De meme, nos concentrations en flavonoides dépassent largement celles rapportées par
Bendjeroudib et al. (2023) et Laoufi, (2019) , qui ont découvert une concentration en
flavonoides a hauteur de 0,074 mg EC/g MS dans la plante Echium trygorrhizum, tandis que
I'extraction avec I’acétate d'éthyle de la plante Echium vulgare a révélé une concentration de
flavonoides de 46,63 mg EC /g MS.
Enfin, I’extraction hydro-acétométhanolique a présenté une meilleure teneur en tanins
condensé des feuilles de Echium horridum B. bien plus importante que celles énoncée par

Nouri, (2023) 0,065 mg EC/g MS évaluant les tanins de Echium trygorrhizum .
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4. Evaluation du pouvoir antimicrobien des extraits des feuilles de la plante Echium
Horridum B.

4.1. Méthode de diffusion sur disque

La variation de I’activité antimicrobienne des extraits s’explique par les variations de leurs
compositions chimiques. Il a été rapporté, qu’un extrait est considéré comme actif lorsqu’il
induit une zone d’inhibition supérieure a 10 mm (Tekwu et al., 2012).

Au vu des résultats obtenus dans le Tableau 5, nous remarquons que la majorité des extraits
testés ont un effet inhibiteur de la croissance de toutes les souches microbiennes testées.

Tableau 5 : Diamétre des zones d’inhibition des différents extraits des feuilles

de Echium horridum B.

Plante étudiée Extraits Diametre des zones d’inhibition (mm)
des feuilles — — -
Bactéries Gram + Bactéries Gram | Levure Champignons
EF BS SA EC | KP | PA CA | AF FO
Polyphénols | 13,5 (16,49 | (21,99 | 6 6 6 6 6 6
+ +
: 0,05) | 0,05)
Echium flavonoides | 6 | 6 6 | 6 6|6 | 6 |11 6
Horridum B n-butanol
ornauUmM B ™ flavonoides | 6 | 6 6 | 6 |6| 6| 6 |6 6
acetate
d’¢éthyle
Tanins 6 6 6 65| 6 6 6 6 6
Antibiotiques AMX NT 25 26 12 | 6 6 NT | NT NT
AMP NT 6 27 15 6 6 NT NT NT
Nys NT NT NT NT | NT | NT 15 NT NT

Ef : Eteroccocus Feacalis; BS: Bacillus Subtilus; SA : Staphylococcus Aureus; EC : Escherichia Coli;
KP : Klebsilla Pneumoniae ; PA : Pseudomonas Aeroginosa ; CA : Candida Albicans ; AF : Aspergillus flavus ;
FO : Fusarium oxysporum ; AMX : Amoxycilline ; AMP : Ampicilline ; Nys : nystatine ; NT : non testé.

Les résultats de I’activité antimicrobienne de I’extrait phénolique des feuilles de Echium
horridum B. varie d’une souche a une autre. Le tableau 5 indique que les polyphénols
possédent I'activité antibactérienne la plus importante contre Staphylococcus aureus ATCC

29213, avec un diameétre de la zone d'inhibition de (21,99 + 0,05) mm non loin de la zone
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d’inhibition des antibiotiques de référence Ampicilline et Amoxycilline avec 27 et 26 mm
respectivement.

Les souches bactériennes présentent une sensibilité elevée envers les polyphénols avec des
diamétres d’inhibition de (16,49 £0,05) mm pour Bacillus subtilis ATCC6633 et de 13.5 mm
pour Enterococcus faecalis ATCC 29212, et qui sont supérieurs a 1’antibiotique Ampicilline
qui a développé une zone d’inhibition de 6 mm.

En ce qui concerne les bactéries Gram-, Candida albicans et les champignons, le diametre de
la zone d’inhibition est inchangé pour tous avec 6 mm signifiant qu’il n’y a
aucune sensibilité envers I’extrait phénolique des feuilles de Echium horridum B.

Au vu de nos donnees, 1’activité antimicrobienne des flavonoides extraits avec le solvant n-
butanol présente une sensibilité envers Aspergillus flavus dont le diamétre de la zone
d’inhibition est égal a 11 mm. Or, les flavonoides extraits avec de 1’acétate d’éthyle n’ont
indiqué aucun effet antimicrobien.

Enfin, les résultats mentionnés dans le tableau 5 montrent que les souches sont résistantes a

I’extrait tannique des feuilles de Echium horridum B.

S . aureus E . faecalis B. subtilis

photo 4: Zones d’inhibition de différentes souches bactériennes.

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) constitue un élément essentiel de la relation
entre un antibiotiqgue et des micro-organismes. Elle se définit comme laplus petite
concentration d’un antibiotique permettant d’inhiber une bactérie ou un champignon et

permet de mesurer la sensibilité de 1’agent pathogéne a un antibiotique (Smith et al., 2020).
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o4

photo 5: CMIs des extraits des feuilles de la plante Echium horridum B.

D’aprés les résultats obtenus dans le tableau ci-dessous (Tableau 6) et (Photo 5) nous avons
remarqué que cette méthode confirme les résultats obtenus avec la méthode de diffusion sur
disque.

Tableau 6 : Valeurs des concentrations minimales inhibitrices (CMIs) des extraits des feuilles
de Echium horridum B .

Plante étudiee Extraits Bacteries ( Gram +)
Enterococcus | Bacillus subtilis | Staphylococcus
faecalis aureus
Echium Polyphénols 36,5 mg/ml 18,25 mg/ml 9,125 mg/ml
horridum B (73 mg/ml)

Nous avons réalisé la technique de dilution en milieu liquide qui comporte 1’étape de la
détermination des concentrations minimales inhibitrices CMI, dont une série de dilutions les
extraits étudiés. Nous remarquons des CMI trés importantes de I’ordre de 9,125 mg/ml a 36,5
mg/ml pour I’extrait phénolique. Cet extrait s’est montré efficace et actif contre
Staphylococcus aureus ATCC 29213 avec une CMI de I’ordre de 9,125 mg/ml .Plus, 1’extrait
a un effet bactériostatique avec des CMI égales a 18,25 mg/ml ce qui le rend efficace contre
Bacillus subtilis ATCC6633. Aussi, il est observé que I’extrait polyphénolique présente une
activité bactériostatique et semble moins actif avec une CMI de 36,5 mg/ml sur Enterococcus
faecalis ATCC 29212.
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L’activité antimicrobienne des extraits des feuilles de Echium horridum B. a été évaluée par
la méthode de diffusion sur disque. Cette méthode permet de tester différents composés contre
un seul microorganisme dans une méme boite de Pétri (Rios et Recio, 2005).

L’efficacité optimale de 1'extrait phénolique peut étre attribuée a un composant actif principal,
mais plutét & l'interaction synergique de divers composés. Les extraits ont une activité
inhibitrice inférieure a celle des antibiotiques classiques utilisés, a savoir 1’ampicilline et la
Nystatine. Il est évident que les extraits ont une activité antibactérienne inférieure a celle des
antibiotiques de réféerence. Cependant, ils exercent une activité antibactérienne dans la mesure
ou ils ne sont pas des produits purs mais des extraits (S0kmen et al., 2012).

L’activité antibactérienne des composés naturels s’explique par la lyse des membranes des
bactéries. Les flavonoides et les tanins peuvent induire une fuite d’ions potassium au niveau
de la membrane, ce qui entraine des lésions irréversibles. Cette perméabilité au potassium est
un effet précurseur de leur mort (Rhayour, 2002).

Dans la présente étude, les teneurs en composés phénoliques de la plante ont été évaluées,
ainsi que leur effet antimicrobien contre des souches bactériennes et fongiques. Les extraits de
feuilles de Echium horridum B. ont été efficaces vis-a-vis des bactéries (Gram- et Gram +), et
avec une activité importante de ’extrait phénolique contre Staphylococcus aureus et une
activité plus au moins importante contre les autres souches Enteroccocus feacalis et Bacillus
ceureus, quelques zones d’inhibition faibles, toutes inférieures a 15 mm, ont été enregistrées
avec I’extrait flavonoiques envers Aspergillus flavus de la méme plante.

Cette différence d’activité entre les extraits des feuilles de Echium horridum B. peut étre due
aux différents types de constituants antimicrobiens actifs ou a leurs concentrations.
Concernant 1’activité antimicrobienne, nos résultats s’accordent avec les résultats de
nombreux auteurs qui ont obtenu une activité vis-a-vis des bactéries, levures ou champignons
(Chaouche, 2009 ; Laoufi et al., 2019; Messehel et al., 2023; Bendjeroudib et Chekalil,
2023).

Lors de 1’étude réalisée par Laoufi et al. (2019) sur I’activité antimicrobienne de 1’extrait
méthanolique de la partie aérienne d’Echium vulgar, ils ont constatés que les extraits
phénoliques exerceaient une forte activité sur Candida albicans avec une zone d’inhibition de
41 mm. Ces résultats montrent 1I’importance de valoriser les extraits de la partie aérienne des
plantes dans le traitement des infections microbiennes. A partir des dilutions en serie des

différents extraits bruts, ils ont déterminé une CMI de 15,2 mg/ml contre la souche S. aureus.
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Selon Chaouche, (2009) l'analyse du pouvoir antibactérien de I'extrait brut des feuilles
d'Echium pycnanthum a montré une activité inhibitrice sur toutes les souches bactériennes
testées, avec des diameétres d'inhibition allant de 10 mm pour Staphylococcus aureus a 35 mm
pour Pseudomonas aeroginosa. Par contre, la souche Enterococcus faecalis s'était révélée
résistante a I’extrait testé. L'analyse de la CMI de I'extrait des feuilles d'Echium pycnanthum

a montré une concentration de 120 ug/ml contre la souche de Pseudomonas aeroginosa.

Dans une étude ultérieure de Messehel et al. (2023) l'activité antimicrobienne de 1’extrait
méthanolique de la plante Echium creticum L. a été évaluée en utilisant la méthode de
diffusion, avec les souches bactériennes Escherichia coli, Staphylococcus aureus et
Pseudomonas aeruginosa. Les résultats ont montré que I’extrait présentait une activité
antibactérienne significative et variable contre les différentes souches bactériennes utilisées
avec des zones d’inhibition de 15 mm et 20 mm. En revanche, les souches de Staphylococcus

aureus ont montré une sensibilité moindre, avec une zone d’inhibition de 11 mm.

De plus, Bendjeroudib et Chekalil, (2023) ont réaliser une étude sur les parties aériennes
de la plante Echium trygorhizum. L'activité antimicrobienne a été déterminée sur cing souches
bactériennes et deux champignons. L'extrait d’acétate d'éthyle a présenté une activité modérée
contre plusieurs espéces bactériennes avec les zones d’inhibition entre 8,5 et 14 mm. En
revanche, ce méme extrait a montré une sensibilité élevée contre Candida albicans avec une
zone d'inhibition de 15 mm. Cependant, I'extrait éthérique a montré une activité potentielle
contre certaines bactéries Escherichia coli et Staphylococcus aureus avec une zone
d'inhibition de 13 et 12 mm, et pour les souches fongiques, I'extrait éthérique a présenté une
activité prometteuse de Candida albicans avec une zone d'inhibition de 14 mm mais était
inactif contre Aspergillus niger. Par contre, I’extrait n-butanol et chloroformique ont montré

des activités généralement modérées a faibles.

La variabilité des résultats de I’activité¢ biologique des extraits végétaux peut dépendre du
contenu en composés polyphénoliques, et des différents mécanismes d’action. Leur relative
toxicité envers les microorganismes, est reliee aux sites et aux nombre des groupements
hydroxyles (Cowan, 1999) .

L’activité antimicrobienne est liée a la polarité des substances bioactives. Les composés les

moins polaires comme les flavonoides n’ayant pas de groupement hydroxyle OH sur leur
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cycle B sont plus actifs vis-a-vis des agents microbiens que ceux portant le groupement
hydroxyle (Chabot et al., 1992 ).
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Conclusion et perspectives

L’Algérie, comme tous les pays du monde, posséde une biodiversité immense de plantes
médicinales. Ces derniéres sont devenues aujourd'hui une source naturelle de thérapie, utilisée
dans plusieurs domaines, grace a son reservoir inépuisable de métabolites primaires et

secondaires.

Ces composés bioactifs sont souvent plus siirs et mieux tolérés que les médicaments
chimiques, tout en ayant des effets bénéfiques similaires, voire supérieurs, pour la santé

humaine.

Dans cet axe de recherche, nous avons contribué au sein du laboratoire de recherche des
produits naturels «LAPRONA», a la valorisation des feuilles d’Echium horridum B., en
mettant en lumiere la richesse de cette plante en métabolites secondaires et leur potentiel

antimicrobien vis-a-vis de différentes souches bactériennes, levures et champignons.

Le rendement de l'extrait hydroacétométhanolique des feuilles d'Echium horridum B. a été
déterminé a 7,33%.

D’une part, le dosage des phénols totaux de I’extrait hydroacétométhanolique des feuilles de
Echium horridum B. a révélé une teneur trés élevée avec 794,25 mg EAG/g MS, suivie par les
flavonoides avec une teneur comparable égale a 436,07 mg EC/g MS et enfin les tanins
condenses a hauteur de 29,88 mg EC/g MS.

D’autre part, I’activité antimicrobienne des extraits a été évaluée en utilisant la méthode de
diffusion, sur les souches bactériennes suivantes : Eteroccocus feacalis, Bacillus subtilus,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsilla pneumoniae, Pseudomonas aeroginosa, la
levure Candida albicans et les champignons Aspergillus flavus, Fusarium oxysporum.

Les résultats positifs obtenus lors de 1’estimation de ’activité antimicrobienne des extraits
d’Echium horridum B. sont en effet, trés encourageants.

En effet, I’extrait phénolique, principalement, a présenté une trés bonne activité
antimicrobienne contre Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis et Bacillus subtilis
avec des zones d’inhibitions de 21,99, 16,49 et 13,5 respectivement.

En ce qui concerne les flavonoides extraits avec du n-butanol, une sensibilité a été observée
envers Aspergillus flavus. En revanche, les flavonoides extraits avec de l'acétate d'éthyle et

I’extrait tannique n'ont montré aucun effet antimicrobien.

Les CMIs ont indiqué que la souche Staphylococcus aureus s’est révélée la plus sensible vis-

a-vis de I’extrait phénolique avec une CMI égale a 9.125 mg/ml.
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Nous pouvons conclure que I’espéce Echium horridum B. possede une fonction biologique
antimicrobienne, attribuable a la présence de composants bioactifs dans ses feuilles.

Comme perspectives nous proposons :

- Dr’elargir les activités biologiques : antioxydante, anti-inflammatoire et anti
ulcéreuse etc...

- De contribuer au développement de nouvelles applications dans les domaines
de la médecine et de la pharmacologie.

- D’effectuer des  recherches supplémentaires  afin d’approfondir les
connaissances sur les mécanismes d'action et d’explorer davantage le potentiel
thérapeutique de cette plante.

Il serait également intéressant de réaliser d’autres études pour évaluer le potentiel

antimicrobien in vivo.
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Annexes




Les souches

lere essai

2eme essai

I'ecart type

Enterococcus
Fealacis 13 14 13,5
Bacillus Subtilis 18,33 14,66 16,495
Staphylococcus
Aureus 14,66 29,33 21,995




Summary

Echium horridum B is a medicinal plant used for its therapeutic properties. The aim of this study is to evaluate the
antimicrobial activity of phenolic, flavonoid, and tannin extracts from Echium horridum B leaves.

The hydroacetomethanolic extract of Echium horridum B leaves showed a yield of 7.33%. Results indicated that the
polyphenol content, determined using the Folin-Ciocalteu reagent, was higher at 794.25 mg GAE/g DW for the
hydroacetomethanolic extract of Echium horridum B leaves. Flavonoids were assessed using the aluminum chloride (AICI3)
method, yielding 436.07 mg EC/g DW for the extract from Echium horridum B leaves. Condensed tannins were evaluated
using the vanillin method, showing an approximate content of 29.88 mg EC/g DW for the Echium horridum B extract.

The antimicrobial activity of the extracts was assessed by measuring the diameter of inhibition zones around discs containing
the extracts against the following strains: Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Aspergillus flavus, and Fusarium oxysporum.

Results indicated that the phenolic extract exhibited strong antibacterial activity, particularly against Staphylococcus aureus,
with an inhibition zone of 21.99 mm. The bacterial strains also showed high sensitivity, with inhibition zones of 13.5 mm for
Enterococcus faecalis and 16.49 mm for Bacillus subtilis, but no antifungal effect was observed. Regarding flavonoid
extracts using n-butanol, sensitivity was observed against Aspergillus flavus, with an inhibition zone of 11 mm. In contrast,
flavonoid extracts using ethyl acetate and the tannin extract showed no antimicrobial effect.

This study concludes that Echium horridum B leaves represent a promising resource worthy of exploration in various fields,
particularly in health, due to their biological values
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Résumé

Echium horridum B est une plante médicinale utilisée pour ses propriétés thérapeutiques. Le but du travail est d’évaluer le
pouvoir antimicrobien des extraits phénoliques, flavoniques et tanniques des feuilles de Echium horridum B.

L'extrait hydroacétométhanolique des feuilles d'Echium horridum B présente un rendement de 7,33%. Les résultats obtenus
ont montré que la teneur en polyphénol qui a été déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu est plus élevée 794,25
mg EAG/g MS pour I’extrait hydroacétométhanolique des feuilles de Echium horridum B. Les flavonoides ont été évalués en
utilisant la méthode de trichlorure d’Aluminium (AICI3), leur teneur est de 436,07 mg EC/g MS pour ’extrait des feuilles de
Echium horridum B. On a évalué les tanins condensés en utilisant la méthode de vanilline, et I’extrait de Echium horridum B
a donné une teneur d'environ 29,88 mg EC/g MS.

L’activité antimicrobienne des extraits a été estimée en termes de diamétre de la zone d’inhibition autour des disques
contenant les extraits a tester vis-a-vis des souches suivantes : Eteroccocus feacalis, Bacillus subtilus, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Klebsilla pneumoniae, Pseudomonas aeroginosa, Candida albicans, Aspergillus flavus, Fusarium
oxysporum.

Les résultats ont montré que I'extrait phénolique a présenté une forte activité antibactérienne, en particulier contre
Staphylococcus aureus, avec une zone d'inhibition de 21,99 mm. Les souches bactériennes ont également montré une
sensibilité élevée, avec des zones d'inhibition de 13,5 mm pour Enterococcus faecalis et de 16,49 mm pour Bacillus subtilis,
mais il n’y avait aucun effet antifongique. En ce qui concerne les flavonoides extraits avec du n-butanol, une sensibilité a été
observée envers Aspergillus flavus, avec une zone d'inhibition de 11 mm. En revanche, les flavonoides extraits avec de
l'acétate d'éthyle et 1’extrait tannique n'ont montré aucun effet antimicrobien.

Cette étude a permis de déduire que les feuilles de Echium horridum B constituent une ressource intéressante qui mérite
d'étre exploitée dans divers domaines, dont celui de la santé, en raison de ses valeurs biologiques.



