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Introduction générale

L'utilisation des plantes en thérapeutique (phytothérapie) est tres ancienne et connait
actuellement un regain d’intérét auprées du public. Il est possible d'utiliser les plantes

entieres ou les produits d’extraction qu’elles fournissent.

Selon l'organisation mondiale de la santé (O.M.S), la médecine traditionnelle se
définit comme I'ensemble de toutes les connaissances pratiques explicables ou non
pour diagnostiquer ou éliminer un déséquilibre physique, mental en s’appuyant
exclusivement sur I'expérience vécue et I'observation, transmises de génération en

génération (oralement ou par écrit) (Adjanohoun et coll., 2001).

Actuellement I'Organisation Mondiale de la Santé estime qu'environ 80% des
habitants du monde ont recours a la médecine traditionnelle & base de plante en tant
gue soins de santé primaire (OMS, 2012).

Sachant qu’'une plante peut contenir plusieurs milliers de substances différentes,
on peut se rendre compte de la richesse naturelle du réegne végétal.

Dans le contexte socio-économique des pays en développement, I'étude des plantes
peut aboutir a I'obtention de réponses thérapeutiqgues adéquates et de faible prix qui
s'ajoutent a une efficacité scientifique prouvée et une acceptabilité culturelle

optimale.

Ces derniéres années, les recherches scientifiques s'intéressent aux composés des
plantes qui sont destinés a [l'utilisation dans le domaine phytopharmaceutique.
Les molécules issues des plantes dites naturelles sont considérées comme une
source tres importante de médicaments; sachant que plus de 120 composés
provenant de plantes sont aujourd'hui utilisés en médecine moderne et prés de 75%
d'entre eux sont appliqués selon leur usage traditionnel (Berube et Gagnon, 2006).

La valorisation de ces plantes passe inévitablement par des criblages
phytochimiques et par l'extraction et I'étude de leurs caractéristiques physico-
chimiques. Les activités antimicrobiennes et antioxydantes ont été rapportées par
plusieurs travaux. Dans la plupart des cas, ces activités sont attribuées a leurs

compositions chimiques.



Introduction générale

Partant de ces données, nous nous sommes intéressés a I'étude phytochimique et
'évaluation des activités biologiques de deux plantesde Il'ouest Algérien,
Echium vulgare et Fredolia aretioides. Ces deux plantes sont connues pour leurs

usages traditionnels et fréquents chez nos populations.

En effet, Echium vulgare est recommandée pour une large gamme d'applications
médicales, tel que le traitement des rhumes, toux, fievres, maux de téte, rétention
d'eau, les calculs rénaux, l'inflammation, la douleur, la promotion de la cicatrisation
des plaies, le traitement de la peau et des furoncles rougie et la mélancolie
[(Chiej, 1984) ; (Cox, 1985)]. De plus, Tabata et coll., (1975), ont trouvées que les
pigments naphtoquinoniques, shikonines et alkannins d'Echium vulgare agissent
comme agents antimicrobiens contre les bactéries lactiques et contre Bacillus

subtilis, Staphylococcus aureus et Sarcina lutea.

De méme, Fredolia aretioides est trés utilisée en médecine traditionnelle comme
antirhumatismal, diurétigue, Hypoglycémiante et un antidote au poison
[(Khedache, 1999) ; (EI Mansouri, 2011)]. Parmi les 52 plantes indigenes
Algériennes étudiées par Rached et coll., (2010), I'extrait aqueux des racines de

Fredolia aretioides présente une bonne activité antioxydante.

Nous avons axé notre travail sur I'étude de ces plantes, tant d'un point de vue
ethnobotanique que chimique et les activités biologiques des extraits qui en sont
issus. Pour cela nous avons réalisé :

- Une recherche ethnobotanique sur Fredolia aretioides et Echium vulgare ;

- Identifier les différents groupes chimiques présents dans les feuilles, les tiges et les
racines des deux plantes ;

- Déterminer le pouvoir antibactérien et antifongique (in vitro) des extraits obtenus a
partir des deux plantes ;

- Déterminer I'activité antioxydante des extraits des deux plantes par la méthode de
FRAP et de DPPH ;

- Evaluer le potentiel des extraits de Fredolia aretioides et d’Echium vulgare dans la
conservation d’'un produit cosmétique élaboré au sein du laboratoire selon les
recommandations internationales de la préparation des produits cosmeétiques ;

- Etudier l'activité hémolytique de certains extraits des deux plantes vis-a-vis des

globules rouges humains.
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Premiére partie Synthése bibliographique

L'utilisation des plantes médicinales comme source de reméde pour se soigner ou
prévenir des maladies est originaire des millénaires jusqu’a la récente civilisation
Chinoise, Indienne et du Proche-Orient. Elle est devenue certainement un art
(Hamburger et coll., 1991).

Lindustrie pharmaceutigue moderne elle-méme s’appuie encore largement sur la
diversité des métabolites secondaires végétaux pour trouver de nouvelles molécules
aux propriétés biologiques inédites. Cette source semble inépuisable puisque seul un
nombre relativement petit d'especes de plantes ont été étudiées sur les plans
phytochimiques et pharmacologiques, et que chaque espéce peut contenir jusqu’a
des milliers de constituants différents.

Récemment, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques et la
toxicité des antioxydants synthétiques, ont conduit les scientifiques a chercher des
substances naturelles dotées d’activité antimicrobienne et antioxydante.
Les principales difficultés qui accompagnent le traitement des maladies par les
médicaments conventionnels sont leur inaccessibilité en particulier a cause de leur
colt élevé, la résistance progressive de I'agent pathogéne vis-a-vis des substances
actives et la manifestation d’effets secondaires séveres voir méme toxiques dans

certains cas.

Sans énumération exhaustive de cas, plusieurs résistances ont été rapportées,
en particulier celle du Plasmodium falciparum face aux médicaments standards
antipaludiques [(Kraft et coll., 2002) ; (Portet et coll., 2007)].

Des suspicions de résistance des parasites de la bilharziose contre le praziquantel
sont rapportées (Soliman et lbrahim, 2005). En terme de contre effet,
le métronidazole provoquerait des maux de téte et des nauseées ; il serait méme
cancérogene (Calzada et coll.,, 2006). De méme, la leishmaniose, un des problemes
importants de santé publigue selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
entrainant une morbidité et une mortalité significatives, est cliniguement traitée par
les composés de I'antimoine pentavalent qui seraient toxiques et présenteraient des
effets secondaires [(Iranshahi et coll., 2007) ; (Filho et coll., 2008)].
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Face aux limites thérapeutiques des médicaments chimiques, le développement de
la recherche sur les plantes médicinales est orienté vers I'obtention de
phytomédicaments. Ces plantes meédicinales sont essentiellement utilisées sous
deux formes, soit complexe contenant un large spectre de constituants
(infusion, décoction, huiles essentielles et extraits des teintures) soit pure,

chimiqguement définie comme principe actif.

Avant la 2°™ guerre mondiale, une série de produits naturels de source végétale,
sont devenus des agents chimiques utilisés jusqu'a ce jour comme la quinine
(Cinchona ledgeriana), la morphine et la codéine (Papaver somniferum) et bien

d'autres agents a activités diverses.

Dans le cadre de la recherche de nouvelles molécules d’origine végétale douées
d’'une activité biologique, il est donc préférable de ne pas baser le choix des plantes
a étudier sur le hasard, mais de le circonscrire selon divers criteres.
Le plus utilisé est celui de leur emploi en médecine traditionnelle ou populaire qui
valorise I'expérience accumulée par les autochtones dans le monde entier.
Une autre possibilité est de considérer I'écosysteme dans lequel se développent les

especes végétales.

hY

La flore Algérienne avec ses 3000 especes appartenant a plusieurs familles
botaniques dont 15% endémiques, reste tres peu explorée sur le plan phytochimique
comme sur le plan pharmacologique (Dupont et Guignard, 2007).

La valorisation des plantes médicinales de la flore nationale sera d’'un grand apport
pour l'industrie pharmaceutique Algérienne et aura un impact économique certain.
Cette flore regorge de plusieurs espéces de plantes encore peu ou pas étudiées,
mais dotées de réelles propriétés pharmacologiques. C'est le cas de
Citrullus colocynthis, Juniperus phoenicea, Rosmarinus officinalis, Peganum
harmala, Tetraclinis articulata, Zizyphus lotus... qui présentent des propriétés
biologiques intéressantes [(Bhouham et coll., 2002) ;

(Gonzalez-Tejero et coll., 2008)].
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Plusieurs travaux ont fait I'objet de publications dans le cadre du programme de notre
laboratoire Antibiotiques Antifongiques : Physicochimique, Synthése et Activité
Biologique de l'université de Tlemcen, et qui sont destinés a la valorisation de la flore
Algérienne afin de développer de nouveaux composeés ou principes actifs a intéréts
thérapeutigues et ceci sur des plantes locales dont Citrullus colocynthis,
Punica granatum, Lawsonia inermis, Cinnamomum cassia et Ficus carica.
Parmi ces activités, I'activité antidiabétique étudiée chez des rats Wistar in vitro sur
des cellules isolées et in vivo chez les rats normaux et rendus diabétiques par la
streptozotocine [(Benariba et coll., 2009) ; (Belkacem et coll., 2010)].
L’activité antioxydante in vitro (Benariba et coll. , 2012), antimicrobienne in vitro sur
des souches bactériennes et de levures [(Marghache et coll., 2012);
(Rahmoun et coll.,, 2013)] et pharmaco-toxicologiques (Azzi et coll., 2012) sont

réalisées.

Sachant que les métabolites secondaires des plantes manifestent un spectre de
propriétés pharmacologiques, la maitrise totale et parfaite des différentes propriétés
de ces plantes passe par la détermination de I'ensemble des groupes physico-
chimigues capables d’engendrer un ou plusieurs effets pharmacologiques, est
aujourd’hui  un objectif qui occupe un ordre de premiére place
[(Wollgast et Anklam, 2000) ; (Gomez-Caravaca et  coll., 2006)].

Notre choix a porté sur I'étude de deux plantes médicinales, Echium vulgare appelée
communément la vipérine vulgare et Fredolia aretioides (Chénopodiacée) plante

endémique du Sahara Algérien.

Echium vulgare est appelée communément le chardon bleu, la vipérine, la langue
d'oie ou I'herbe piquante (Darbyshire et coll ., 2000). Elle appartient a la famille des
borraginacées qui sont des plantes dicotylédones, herbacées et vivaces.
Echium vulgare (du grec echis qui signifie vipere) est une plante bisannuelle, verte,
de 30 a 80 cm de longueur qui peuple les terres non cultivées, terrains caillouteux et
les zones coétieres. La plante est entierement recouverte de poils raides.
Elle possede une tige dressée, ordinairement tres rameuse portant des feuilles
hispides de 2 a 25 cm de longueur. Sa longue panicule en forme d’épi regroupe des
fleurs de couleurs bleues ou violacées (Bock, 2012) (figure N°1).
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(a) (b) (c) (d)

Figure N°1: Les différentes parties d° Echium vulgare. La fleur (a), la tige (b),

les feuilles (c) et les racines (d).
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Les propriétés médicinales de la vipérine rappellent fortement celles de la Bourrache
(Borago officinalis), riche en mucilage a fructosanes et en alcaloides hépatotoxiques.
On utilise les sommités fleuries et les feuilles sous forme d’infusion pour bénéficier
de leurs propriétés astringentes, émollientes, expectorantes, sudoriferes et on en use

pour prévenir les bronchites et la grippe (Boullard, 2001).

Les racines d’Echium vulgare sont utilisées en médecine traditionnelle pour le
traitement des fissures sur les mains, ainsi que pour les cicatrisations des plaies a
I'instar de l'allantoine (Sezik, 1997). Appliquées en cataplasme ou en pansement,
ses racines sont des baumes efficaces contre les brdlures et les furoncles
(Tanaka et coll. , 1986).

El-Shazly et ses collaborateurs (1999) isolent 18 types d'alcaloides de pyrrolizidine
de la vipérine, avec échimidine (49,8%), 3'-acetylechimidine (10,2%) et un isomére
echimidine (20,9%) constituant la grande partie de la teneur totale en alcaloides de

la plante.

Une deuxiéme catégorie de substances potentiellement toxiques trouvées dans la
plante Echium vulgare est représentée par les pigments naphtoquinoniques,

shikonines et alkannins (Lin et coll., 1980).

Ces pigments agissent comme agents antimicrobiens contre les bactéries lactiques
et contre Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et Sarcina lutea
[(Sherbanivs'kii, 1971) ; (Tabata et coll., 1975)]. lls permettent également de
réduire I'enflure dans les tissus blessés. lls ont également une activité anti-tumorale
(Papageorgiou, 1980). Un criblage biologique de divers extraits aqueux,
méthanolique et éthanolique de plantes médicinales réalisé par I'équipe de Karakas

en 2012, a révelé que Echium vulgare posséde une activité anticancéreuse.

Les travaux effectués par Chaouche en 2012 sur Echium pycnanthum pomel, ont
montré que les extraits bruts des racines et des feuilles, ainsi que les extraits
spécifiques des flavonoides (fraction acétate d'éthyle), des saponines et des tanins
des feuilles ont une bonne activité antibactérienne envers Staphylococcus aureus et

Escherichia coli.



Premiére partie Synthése bibliographique

Peu de travaux scientifiques sur Echium vulgare sont publiés. La population
Algérienne la confond avec la Bourrache (Borago officinalis) et I'utilise de maniere
identiqgue. La chimie et les différentes activités biologiques de l'espece restent
insuffisamment étudiées ainsi que l'application de ces activités dans la conservation

des produits cosmétiques.

Par ailleurs, les sols sahariens composés d'un substrat minéral développent une
activité microbienne. Ainsi certaines plantes médicinales sahariennes possedent des
molécules antibactériennes et antifongigues a spectre d’action intéressant
(Bouhadjera et coll., 2005).

Compte tenu de la variété et de la richesse de cette flore du Sahara Algérien, ainsi
que du nombre restreint de plantes locales ayant fait I'objet d’investigation clinique,
il nous a semblé intéressant d’étudier une de ces plantes déja utilisée en médecine
traditionnelle a savoir Fredolia aretioides. Elle est appelée communément le
Chou-fleur du Sahara ou Chou-fleur de Bouamama. C'est un sous arbrisseau nain,
formant des coussinets tres denses, fortement hémisphériques, pouvant atteindre
2 m de diamétre. Les feuilles sont nombreuses, trés serrées et coriaces, devenant
blanchatres par la dessiccation. Les fleurs solitaires et sessiles portent 5 étamines et

un ovaire ovoide atténué en un style court (figure N° 2) .
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Dessins (MAIRE, 1926)

Figure N°2 : Morphologie de Fredolia aretioides

A. Plante fleurie ; B. Plante fructifere ; C. Feuilles; D. Sommité fleurie d'une tige ;
E. Fleure fermée ; F. Fleure étalée ; G. Anneau staminal ; H. Etamine (face interne) ;
I. Nectaires (vue de dessus) ; J. Sépales ; K. Graine (section longitudinale) ;
L. Akéne (vue de dos) ; M. Akene (section longitudinale) ; N. Calice fructifere.
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La floraison a lieu en automne. Le fruit comprimé dorsalement, est un akéne entouré
par de petites ailes transparentes du périanthe persistant. Fredolia aretioides est une
plante endémique (Moali et coll., 2011). Elle colonise actuellement, une portion trés
restreinte du Sahara Nord-occidental Algérien. Dans la Wilaya de Béchar, elle
constitue des peuplements sur les regs de Béni-Ounif, Taghit, Igli, Béni Abbés et
Zéghamra. Alors que dans la Wilaya de Tindouf, la plante constitue de vastes

peuplements dans la région de Tabelbala, dans la Hamada de Tindouf et du Draa.

Cette plante est tres utilisée en médecine traditionnelle. Les feuilles sont préparées

sous forme d'infusion ou décoction tandis que les racines sous forme de décoction.

De rares travaux scientifiques sur la plante dans le contexte écologique, botanique et
scientifique ont été réalisés. L'inventaire des plantes médicinales antidiabétiques
réalisées par I'équipe de Bnouham en 2002 au Maroc, montre que l'utilisation de la
poudre de la partie aérienne de Fredolia aretioides présente des effets

hypoglycémiants.

Fredolia aretioides appartient a la famille des chénopodiacées dont plusieurs
espeéces contiennent des composés chimiques doués de propriétés fongicides
(Boughalleb et coll.,, 2009). L'étude in vitro de l'activité antioxydante des plantes du

genre Salsola (appartenant a la famille des Chénopodiacées) a révélé une

importante activité antioxydante des extraits d'alcaloides (Tundis et coll., 2009).

Plusieurs études réalisées sur quelques espéces du genre Suaeda (Chenopodiacée)
comme Suaeda fruticosa ont montré une bonne activité antibactérienne vis-a-vis des
bactéries a Gram positif (Staphylococcus). La plante Suaeda villosa présente quant a
elle une activit¢ antifongique vis-a-vis de Candida albicans et de
Fusarium oxysporum (Al-Mohammadi et Coll., 2005).
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Ce travail est réalisé dans le laboratoire de recherche « Antibiotiques Antifongiques :
physico-chimie, synthese et activité biologique » LapSab, du département de Biologie -
Université Aboubekr Belkaid, Tlemcen.

1. Matériel biologique
1.1. Matériel végeétal

Notre travail a porté sur les feuilles, les tiges et les racines de deux plantes de I'ouest
Algérien. Il s'agit d'Echium vulgare, récoltée au mois de Mars 2012 de la région de
Remchi, située a 21 km au nord-ouest de la vile de Tlemcen et de
Fredolia aretioides récoltée en Décembre 2011 de la Wilaya de Béchar, située au
sud-ouest Algérien.

Les deux plantes sont séchées a 'ombre et a I'abri de I'humidité dans une étuve a
25 °C pendant une semaine. Elles sont ensuite broyées et les poudres obtenues sont

conservées a +4°C dans des flacons hermétiques a I'abri de la lumiere.

1.2. Microorganismes
Pour I'évaluation de l'activité antimicrobienne des différents extraits des plantes
étudiées, nous avons utilisé neufs bactéries (Quatre a Gram positif et Cing a
Gram négatif), deux levures appartenant toutes au genre espéce Candida albicans et

un champignon filamenteux Aspergillus flavus (tableau N°1).

Ces souches sont disponibles au sein de notre laboratoire LapSab.
Elles sont entretenues par des repiquages successifs et réguliers sur gélose nutritive
pour les bactéries et sur gélose Sabouraud pour les levures et les champignons puis

conservées a +4°C.
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Tableau N°1: Microorganismes utilisés pour ['évaluation de Ia ctivité

antimicrobienne.

Enterococcus faecalis ATCC 25212

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Bactéries a Gram positif

Staphylococcus aureus mrsa ATCC 43300

Bacillus cereus ATCC 25212

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Escherichia coli ATCC 25933

Bactéries a Gram négatif Enterobacter cloacae ATCC 13047

Acinetobacter baumannii ATCC 19606

Klebsiella pneumoniae ATCC 70603.

Candida albicans IP 444

Levures

Candida albicans ATCC 10231

Moisissure Aspergillus flavus MNHN 994294
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1.3. Globules rouges humains
Pour I'évaluation de l'activité hémolytique, nous avons utilisé un modéle universel de

cellules animales, le globule rouge humain provenant d’un donneur unique sain.

2. Méthodes

2.1. Etude ethnobotanique
Les enquétes ethnobotaniques contribuent, de leurs parts, a rassembler et constituer
une source d’information trés précieuse, préte a étre exploitée sur le plan

scientifique.

Dans ce sens, une étude ethnobotanique se propose de mettre en évidence la place
de la phytothérapie dans le systeme de soin traditionnel au niveau de la ville de
Bechar, située dans le sud ouest Algérien et de la ville de Tlemcen localisée au nord

ouest Algérien.

C’est dans cette optique que nous avons essayé de:
- Recuelillir 'ensemble des informations sur les applications thérapeutiques et
traditionnelles locales de nos deux plantes.

- Déterminer 'ensemble des maladies traitées.

2.1.1. Description des zones d'étude
a. Béchar
La wilaya de Béchar est considérée comme la plus grande wilaya du sud-ouest

Algérien située dans l'ouest du Sahara Algérien.

Elle correspond a une partie de I'ancien département de la Saoura dont elle était le
chef-lieu. Elle s’éloigne de 1150 km au sud-ouest de la capitale Alger, et 852 km de

la wilaya de Tindouf et a environ 80 km a l'ouest de la frontiere marocaine
(figure N°3).

La wilaya de Béchar se situe au sud-ouest du territoire national. Elle est limitée :
- alest par la Wilaya d'Adrar,
- al'ouest par le Royaume du Maroc,
- au nord par les Wilayas de Naama et d'El Bayadh,

- etau sud par les Wilayas de Tindouf et d'Adrar.
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La wilaya de Béchar s’étend sur une superficie de 164 881 Km2 pour une population
estimée a 279851 habitants (2009), soit une densité de 1,73 habitants/Kmz2.

Le territoire de la wilaya de Béchar est formé de cing (5) principaux reliefs, les
montagnes, les oueds, les regs, les vallées et les ergs.

La Wilaya de Béchar est caractérisée par un climat de type désertique continental.

Nous y distinguons deux types de zones:

- La zone de transition : délimitée par Béni Ounif au nord et le paralléle d’Igli au
sud, trés chaude en été (+ 45°C) et froid rude en hiver (2°C a 3°C). Les précipitations
sont de l'ordre de 60 mm/an. Les vents de sable sont fréquents et souvent violents
(200 km/h).

- La zone désertique : s’étend au dela de Béni Abbés. Les précipitations sont de

'ordre de 40 mm/an. Les vents de sable sont tres fréquents.

Figure N°3 : Situation géographique de la zone d’étude "Béchar".

b. Tlemcen
La Wilaya de Tlemcen occupe une position de choix au sein de 'ensemble national.
Elle est située sur le littoral nord-ouest du pays et dispose d’'une fagcade maritime de
120 km. C’est une wilaya frontaliere avec le Maroc, avec une superficie de
9017,69 Kmz.
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Le Chef lieu de la wilaya est situé a 432 km a 'ouest de la capitale, Alger.

La wilaya est limitée par:

La mer méditerranée au nord;

La wilaya d’Ain Témouchent a I'est;

La wilaya de Sidi Bel Abbes au sud-est;

La wilaya de Nadma au sud et le Maroc a 'ouest.

Conformément a la derniére organisation territoriale du pays, la Wilaya de Tlemcen

regroupe actuellement 20 Dairas et 53 Communes (ANDI, 2013) (figure N°4).

La population totale de la wilaya est de 949 135 habitants, soit une densité de
106,6 habitants/Km2.

Quatre zones distinguent le relief de la Wilaya de Tlemcen et qui sont: la chaine des
Traras, la zone hétérogene, les monts de Tlemcen et la zone steppique. La Wilaya
de Tlemcen a un climat méditerranéen, et repose sur l'opposition entre un hiver
océanique ou la Wilaya est ouverte aux dépressions maritimes et un été désertique
gui provoque la remontée et le stationnement d'une chaleur persistante durant toute

la saison.

AT
Tallou

Tlemcen

Beni
Snous

Sithi Dijillali

Figure N°4 : Situation géographique de la zone d’étude "Tlemcen".
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2.1.2. Méthode d'étude

Les informations sont obtenues a travers des entrevues ethnobotaniques avec des
personnes nées et/ou ayant vécues longtemps dans les wilayas de Béchar et de
Tlemcen.

Pendant la premiére phase, nous avons procédé a une enquéte exploratrice sans un
guestionnaire fermé préétabli afin de nous familiariser avec le terrain et le
vocabulaire local. Pendant les réunions avec les habitants, nous avons essayé
d’obtenir les informations générales sur nos plantes médicinales selon les
interlocuteurs. Ensuite, nous avons invité les gens de la population locale a
rassembler avec nous des échantillons des plantes et a nous renseigner sur leurs
préparations et leurs indications.

La deuxieme phase s’est basée sur une fiche d'enquéte ethnobotanique soumise aux
enquétés au cours d’entretiens individuels. Le formulaire du questionnaire de
'enquéte (Annexe 1) se divise en trois parties permettant de récolter des
informations portant sur l'informateur, sur les plantes étudiées et sur leurs utilisations

traditionnelles par cette population (tableau N°2).

Tableau N°2 : Questionnaire portant sur le malade, la plante € tudiée et son

utilisation par la population.

Informateur Matériel végétal Utilisation traditionnelle

= Nom vernaculaire
= Nom scientifique

» Type de plante

 Age = Usage de la plante Tvoe d jadi
] , _ ] » Type de maladie
Profession » Technique de la récolte Résultat
o . » Résultats
= Situation familiale » Moment de la récolte (saison) o
= Toxicité

= Sexe = Partie utilisée

+ Niveau académiaue | . Forme cremplo * Précaution d’emploi

* Localité = Mode de préparation

= Mode d’administration

= Méthode de conservation
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Ce travail a duré plus de 5 mois pendant lesquels nous avons réalisé 200 entretiens
avec autant de personnes différentes agées de 18 a plus de 50 ans, réparties en
112 femmes et 88 hommes. Le temps consacré a chaque entrevue est d’environ un
guart d'heure. Lors de chaque entretien, nous avons collecté toute I'information sur
'enquété et sur les plantes médicinales.

L’identification taxonomique des espéces est réalisée ultérieurement a l'aide de la
littérature [(Quézel et Santa (1962-1963) ; (Gonzalez-Tejero et coll., 2008) et
(Moali et coll., 2011)].

2.2. Analyses phytochimiques
2.2.1. Screening phytochimique
a. Préparation des extraits végétaux
Les parties aériennes et les racines d'Echium vulgare et de Fredolia aretioides sont
soumises aux tests phytochimiques. Au cours de ces tests, trois solvants de polarités
différentes (eau, éthanol, éther diéthylique) sont utilisés pour I'extraction des
différentes familles de composés chimiques. Chaque mélange est porté a chaud
sous reflux et sous agitation continue pendant 30 min. Le mélange est ensuite filtré et

les trois extraits sont soumis aux différents tests.

b. Tests phytochimiques
Nous avons caractérisé la présence des métabolites secondaires (saponosides,
alcaloides, flavonoides, tanins, coumarines, composés réducteurs et autres) en se
référant aux technigques décrites par Bruneton (1999), Karumi et coll ., (2004) et
Oloyede (2005).

-Alcaloides : lls sont caractérisés a partir des réactifs de Mayer et Wagner.
6 mL de chaque extrait sont évaporés a sec, le résidu est repris par 5 mL d’HCI 2N.
Dans deux tubes a essai contenant 1mL du filtrat, nous avons ajouté 5 gouttes de
réactif de Mayer dans le premier tube et 5 gouttes de réactif de Wagner dans le

second. L'apparition d'un précipité ou une turbidité indique la présence d’alcaloides.
-Polyphénols :

Tanins : La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant a 1 mL de chaque
extrait, 1ImL deau et 1 a 2 gouttes de solution de FeCl; diluée a 1%.
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L’'apparition d’'une coloration verte foncée ou bleue-verte indique la présence des
tanins.

-L’apparition d'une coloration verte foncée indique la présence des tanins
catéchiques.

-L’apparition de la coloration bleue-verte indique la présence des tanins galliques.

Anthocyanes : A 1mL de l'infusé, nous avons ajouté 5 mL d’acide sulfurique (H2SO,)
a 10% puis de I'hydroxyde d’ammonium (NH4,OH) a 25%. Si la coloration s’accentue
par acidification, puis vire au bleu-violacée en milieu basique, cela permet de

conclure la présence des anthocyanes.

Flavonoides : lls sont recherchés par la réaction a la cyanidine. 2 mL de chaque
extrait sont évaporés et le résidu est repris dans 5 mL d’alcool chlorhydrique dilué
2N. En ajoutant 2 a 3 copeaux de magnésium, il y a un dégagement de chaleur puis
une coloration rose-orangé ou violacée. L’addition de 3 gouttes d’alcool isoamylique

va intensifier cette coloration qui va confirmer la présence de flavonoides.

Leucoanthocyanes : Nous avons effectué la réaction a la cyanidine sans ajouter les

copeaux de magnésium et chauffé au bain-marie pendant 15 min. En présence des

leucoanthocyanes, il se développe une coloration rouge cerise ou violacée.

Coumarines : 5 mL des trois extraits sont évaporés a sec. Le résidu ainsi obtenu est
repris dans I'eau chaude. Un volume de cette phase aqueuse est additionné d’'une
solution d'ammoniaque (NH4OH) a 10% et un autre volume est gardé comme témain.
L'apparition de fluorescence aprés observation sous UV indique la présence de

coumarines.

Quinones : Les substances quinoniques sont recherchées par le réactif de
Bornstraégen. 2 mL de chacun des trois extraits sont évaporés a sec. Le résidu est
trituré dans 5 mL d’acide chlorhydrique 37% au 1/5. Le triturat est versé dans un tube
a essai et porté ensuite au bain-marie pendant 30 min. Apres refroidissement, il est
extrait par 20 mL de chloroforme. L’'ammoniaque diluée 2 fois (0,5 mL) est ajouté a la
solution chloroformique. Une coloration rouge ou violette confirme la présence de

guinones.
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-Stérols et triterpénes : lls sont mis en évidence par la réaction de Liebermann.
5 mL des trois extraits sont évaporés. Les résidus sont dissous a chaud dans 1 mL
d’anhydride acétique ; 5 mL d’acide sulfurique concentré sont ajoutés aux triturats.
L’'apparition, a I'interphase, d’un anneau pourpre ou violet, virant au bleu puis au vert,

indique une réaction positive.

- Saponosides : Pour rechercher les saponosides, nous avons verse, dans un tube
a essai, 10 mL d’extrait. Le tube est agité pendant 15 secondes puis laissé au repos
durant 15 minutes. Une hauteur de mousse persistante, supérieure a 1 cm indique la

présence de saponosides.

-Composés réducteurs : Leur détection consiste a traiter 1 mL de I'extrait avec
2 mL d’eau distillée et 2mL de liqueur de Fehling (1 mL de la liqueur de Fehling A
+ 1mL de la liqueur Fehling B) puis les tubes sont chauffés au bain marie a 40°C.

Un test positif est révélé par la formation d’'un précipité rouge-brique.

2.2.2. Quantification et caractérisation des polyph  énols, des
flavonoides et des tanins par méthode spectrophotom étrique
a. Préparation des extraits
L'extrait hydro-méthanolique (macération 48 heures et évaporation a sec) est
solubilisé dans le méthanol a une concentration de 10 mg/mL pour le dosage des
flavonoides totaux et a une concentration de 1 mg/mL pour celui des polyphénols

totaux.

b. Détermination de la teneur en polyphénols totaux (PPT)
Nous avons utilisé le réactif de «Folin-Ciocalteu» ; c'est un mélange de complexes
des acides phosphotungstene (HzPW1,040) et phosphomolybdéne (H3PMo012040) de

couleur jaune.

Le principe de la méthode est basé sur I'oxydation des composés phénoliques par ce
réactif. Elle entraine la formation d'un nouveau complexe molybdéne-tungsténe de

couleur bleue qui absorbe a 725 nm.
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Le dosage de ces polyphénols est réalisé selon la méthode décrite par
Vermerris et Nicholson (2006). 0,1 mL de I'échantillon est mélangé avec 2 mL
d’'une solution de carbonate de sodium a 2% ; apres agitation et incubation pendant
5 minutes, 100 pL du réactif de Folin Ciocalteu a 1N sont additionnés.
Aprés 30 minutes d’incubation a température ambiante, la lecture des densités
optiques est faite a 700 nm contre un blanc. Une courbe d’étalonnage est réalisée
en paralléle dans les mémes conditions expérimentales en utilisant I'acide gallique
comme contrble positif a des concentrations finales allant de 0,1 a 1 mg/mL par

pallier de 0,1.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique /g de matiére végétale
séche et les teneurs en polyphénols totaux sont calculées selon la formule suivante :

PPT =ax flb

a: Concentration en polyphénols en mg/mL déterminée a partir de la courbe
d’étalonnage.
f : Facteur de dilution (x22).

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

c. Détermination de la teneur en flavonoides totaux (FVT)

Les flavonoides totaux sont dosés par la méthode colorimétrique au trichlorure
d’aluminium (AICIl3) et la soude (NaOH). Le trichlorure d’aluminium forme un
complexe jaune avec les flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose
qui absorbe dans le visible a 510 nm.

Dans un tube nous avons introduit successivement 500 uL de I'extrait et 2 mL d'eau
distillée. Au temps initial (0O minute), nous avons ajouté 150 uL d'une solution de
NaNO, (15%), apres 6 minutes de repos, 150 uL d'AICI; (10 %) sont incorporés.
6 minutes apres, 2 mL de NaOH a 4% sont ajoutés et le tout est complété a 5mL par
I'eau distillée. La lecture est faite a 510 nm contre un blanc. Une courbe d’étalonnage
est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en utilisant la
catéchine comme controle positif a différentes concentrations finales de 0,1 ; 0,2 ;
0,3;04;05;0,6;0,7 et 0,8 mg/mL.
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Les résultats sont exprimés en mg équivalent de catéchine par gramme de matiere

végétale seche, selon la formule suivante :

FVT=axf/b

a: Concentration des flavonoides en mg/mL déterminée a partir de la courbe
d’étalonnage.
f . Facteur de dilution (x10).

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

d. Détermination de la teneur en tanins

- Extraction avec l'acétone/eau : A 0,5 g d'échantillon mélangé avec l'acétone/eau

(70/30) a chaud sous reflux, pendant 2 x 20 minutes , nous avons ajouté du
metabisulfite de sodium a 0,2 % a raison de 1 mL par 100 mL de mélange de solvant
afin d'éviter les phénomenes d'oxydation dans I'extrait polyphénolique (Solution A)

(Merghem, 1995). Chaque dosage est répété trois fois.

- Dosage des tanins condenseés (Test de vanilline avec H,SO,) : Cette méthode de

détermination du taux des tanins condensés est proposée par Swain et Hillis (1959).

* Principe
Ce test est basé sur la condensation des composés polyphénoliques avec la vanilline
en milieu acide. Il est spécifigue des flaranes-3-ols (Price et coll., 1978)
(figure N°5).

CH,D cH
" H'
HO
[a) .

Vanilline Couleur rouge

Figure N°5 : Réaction entre la vanilline et les tanins condensés
(Schofield et coll ., 2001).
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* Mode opératoire
Solution B: [vanilline a 1 % dans 70 % d'acide sulfurique concentré].
Nous meélangeons a l'aide d'un vortex 2 mL de solution B et 1 mL de solution A.
Nous placons les tubes dans un bain marie pendant 15 min & 20°C et nous

mesurons l'absorbance a 500 nm.

» Expression des résultats

5,2 x 107 : Constante exprimé en équivalents
de cyanidines.

T(%)=52x 107 x DO : Densité Optique.

V : Volume de l'extrait utilisé.

P : Poids de I'échantillon.

- Dosage des tanins hydrolysables :

* Principe
La méthode est basée sur une réaction avec le chlorure ferrique. Le mélange de
I'extrait tannique avec le réactif (FeCl3) provoque la coloration rouge violette du
complexe d’'ou la formation des ions (Fe **) (Mole et Waterman (1987) .

* Mode opératoire
Nous avons préparé le réactif C (FeClz a 0,01M dans du HCI a 0,001M) puis nous
avons meélangé dans des tubes 1 mL de solution A et 3,5 mL de réactif C.

L'absorbance est mesurée a 660 nm, 15 secondes apres l'addition du réactif C.

» Expression des résultats

DO : Densité Optique.
¢ : 2169 de l'acide gallique.
M : 300.

V : Volume de l'extrait utilisé.

P : Poids de I'échantillon.
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2.3. Préparation des extraits végeétaux

2.3.1. Préparation des extraits bruts d’ Echium vulgare et de
Fredolia aretioides
L'extrait aqueux et I'extrait hydrométhanolique (70%), sont préparés par dissolution
de 1 g de la matiere végétale dans 10 mL de solvant. Apres 5 minutes de chauffage,
une maceération de 24 h sous agitation continue a température ambiante est réalisée,
puis le mélange est filtré. L'opération est répétée 3 fois avec renouvellement du
solvant toutes les 24 heures. Les trois fractions filtrées sont regroupées et évaporéees

a sec (Upson et coll., 2000).

2.3.2. Extraction sélective des flavonoides des deu x parties
d'Echium vulgare (Fraction acétate d'éthyle et n-butanol)
Les résidus secs des deux parties de la plante obtenus par la méme procédure
d'extraction de [I'extrait méthanoligue 70% sont traités a Il'eau bouillante pour
dissoudre les flavonoides. La phase aqueuse est filtrée et extraite dans un premier
temps deux (02) fois par l'acétate d'éthyle (v/v) dans une ampoule a décanter.
Nous récupérons ainsi la phase acétate d’éthyle, qui va étre évaporée a sec (extrait
acétate d’éthyle). La phase aqueuse issue de I'extraction avec I'acétate d’éthyle est
traitée deux (02) fois avec le n-butanol et nous récupérons ainsi la phase n -butanol

qui est évaporée a sec (extrait n-butanol) (figure N°6).
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40g de matiere végétale séchée

et broyée

Extraction hydro-méthanolique
(3x24h)

Filtration

Extrait hydro-méthanolique

Evaporation du méthanol & 60°C

Phase aqueuse

————————————————————— 1 e i e i |

E Phase d’hexane ' | Affrontement avec I'hexane |
1 ! 1

| éliminée ! Lo

e ______ 1

" Phase acetaie déthyle | | Bdraction2fois avec |

1

L o : : I'acétate d’éthyle (v/v). E

1

_____________________ P TTTe T et Trm e

! Phase n-butanol : ! Extraction 2 fois avec le n- !

1 1 1 |

L o oo __ I I butanol (v/v). .

Phase aqueuse
résiduelle

Figure N°6 : Protocole d’extraction des flavonoides.
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2.3.3. Extraction des tanins des deux parties de  Fredolia aretioides
L’extraction des tanins des feuilles, des tiges et des racines de Fredolia aretioides,
est réalisée selon la méthode de Zhang et coll., 2008. Les broyats de la matiére
végeétale (2,5 g) sont extraits par 50 mL du mélange acétone/eau (35/15 : v/v) durant
trois jours a température ambiante. La solution obtenue est filtrée et évaporée a 40°C
par un rotavapeur type bouché R-200 pour éliminer 'acétone, puis la phase aqueuse
est lavée par le dichlorométhane afin d’éliminer les pigments et les lipides.
Aprés élimination de la phase organique, la phase aqueuse est traitée trois fois avec
l'acétate d'éthyle (v/v). Les 3 phases obtenues sont réunies. La phase aqueuse
restante est traitée trois fois par le n-butanol. Les phases acétate d'éthyle et
n-butanol sont évaporées a sec, afin de récupérer des extraits sous forme de poudre
(figure N°7).

Matiére végétale séchée et broyée

Extraction acétone/eau (70/30 : v/v)
(72h)

Filtration

Extrait acétone/eau

Evaporation de l'acétone a
40°C (rotavapeur)

Phase aqueuse

Phase de dichlorométhane | ! Affrontement avec le
\ éliminée : ! dichlorométhane
1

S
=== =mmmmm————m——-o—- . ! Extraction 2 fois avec E
' Phase acétate d'éthyle ' . .
L oo Y ] ! 'acétate d’éthyle (v/v). E

Phase aqueuse résiduelle

Figure N°7 : Schéma d’extraction des tanins des parties aérien  nes et des racines de

Fredolia aretioides (Zhang et coll., 2008).
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2.3.4. Rendements des extraits secs
Nous pouvons déterminer le rendement en extrait sec en calculant le rapport entre le
poids de I'extrait sec (poudre) en gramme et le poids du matériel végétal utilisé pour

I'extraction en gramme selon I'équation suivante:

Mo : Masse en gramme de I'extrait brut évaporé ;

m; : Masse en gramme de la matiere végétale

initiale séche.

2.4. Analyses biologiques
2.4.1. Evaluation de l'activité antibactérienne des extraits
L'activité antibactérienne des extraits des deux plantes est évaluée par deux
méthodes de référence:

- La technique de diffusion sur gélose Muller Hinton (méthode des disques);
- La méthode de microdilution en milieu liquide pour déterminer les Concentrations
Minimales Inhibitrices (CMI).

Il faut noter que le DMSO dans lequel sont solubilisés les extraits ne présente

aucune toxicité vis-a-vis des bactéries testées.

a. Technique de diffusion sur gélose Muller Hinton
(méthode des disques) (EUCAST, 2003)
L’obtention de I'inoculum final s’effectue de la maniere suivante :
Chaque culture bactérienne est ensemencée en stries sur une gélose nutritive pour
obtenir des colonies bien isolées. Apres incubation a 37°C pendant 24 heures,
guelques colonies sont transférées a l'aide d’'une anse de platine dans un tube a

essai contenant de I'eau physiologique.

Les densités optiques sont ajustées a I'aide d’'un spectrophotometre «<SPECORD 200
PLUS» a une longueur d’'onde de 625 nm. La densité optique doit étre comprise
entre 0,08 et 0,1 I'équivalent de 10 UFC/mL.

L'inoculum ainsi préparé est dilué au 1/100°™ dans de l'eau physiologique.
La densité optique finale obtenue de I'inoculum doit étre équivalente & 10° UFC/mL.

Les boites de Pétri contenant le milieu Muller Hinton gélosé sont ensemencées par
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inondation (EUCAST, 2003). Des disques de 6 mm de diametre préparés en
extemporané sont stérilisés par autoclavage, puis imprégnés des extraits a tester
dissous dans le DMSO (20uL pour chaque disque). Les disques sont placés
aseptiqguement sur la gélose préalablement inoculée. Les disques témoins sont
imprégnés par 20 pL de DMSO. Les boites sont incubées a 37°C pendant 24 heures.
L'activité antibactérienne est déterminée par mesure du diameéetre des zones
d’inhibition autour des disques. L'absence de croissance bactérienne se traduit par
un halo translucide autour du disque, dont le diametre est mesuré et exprimé en

millimétre (Joffin et Leyral, 2006).

b. Méthode de la microdilution en milieu liquide
La microplaque a 96 puits permet de déterminer les concentrations minimales
inhibitrices (CMI) des extraits végétaux. Dans les puits des colonnes 1 a 12, nous
introduisons a 100uL de bouillon Muller Hinton (MHB), puis nous ajoutons 100uL de

2éme

I'extrait végeétal dans le

Séme

puits (qui servira de témoin négatif) et 100uL dans le
puits, ensuite, nous procédons a des dilutions de 100uL de puits & puits a partir
du 3°™ puits, & l'aide d’une micropipette. Le facteur de %2 est pris en considération
dans le calcul des concentrations des produits a tester. Ensuite, nous additionnons
100pL de Tlinoculum (10°UFC/mL) dans les 96 puits sauf ceux de la
colonne 2 (témoin négatif), le puits 1 servira de témoin positif (100uL du bouillon et
100pL de [linoculum). La microplaque est couverte et incubée a 37°C
de 18 a 20 heures. La lecture est effectuée a I'ceil nu sachant que la CMI est la plus
faible concentration de la substance testée, pour laquelle aucun trouble visuel n’est
observé. Nous avons utilisé comme antibiotique de référence la gentamycine
(EUCAST, 2003).

2.4.2. Evaluation de I'activité antifongique vis-a-  vis des levures
L'évaluation de I'activité des extraits vis-a-vis des levures est réalisée par la méthode

de diffusion sur milieu solide recommandée par CLSI (Espinel-Ingroff, 2007).

Nous avons utilisé le milieu Mueller Hinton additionné de 2% de glucose et de
0,5 pg/mL de bleu de méthylene. L’inoculum équivalent au 0,5 McFarland est
préparé selon les mémes étapes que celles décrites pour les bactéries sauf que
'absorbance est de l'ordre de 0,12 a 0,15 a une longueur d’onde de 530 nm
équivalent a 1-5 10° UFC/mL. L'ensemencement est effectué par inondation.
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Les disques immergés par les produits a tester sont déposés aprés séchage de la
boite. Ces derniéres sont incubées a 35°C pendant 24h. La lecture est réalisée de

la méme fagon que celle décrite pour les bactéries.

L'étude de la CMI des levures est réalisée de la méme maniere que celles des
bactéries, sauf que le milieu de culture utilisé est le milieu Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640. L'inoculum est ajusté a une absorbance de l'ordre de
0,12 a 0,15 lue a 530 nm.

2.4.3. Evaluation de I'activité antifongique vis-a-  vis des moisissures
L'évaluation de l'activité des extraits vis-a-vis des moisissures est réalisée par la

meéthode de diffusion sur milieu solide recommandée par CLSI (2009).

L'étude de la diffusion sur milieu gélosé est réalisée de la méme maniere que celle
des levures, sauf que l'inoculum équivalent a 0,5 McFarland est préparé a partir
d'une conidie ou la suspension de sporangiospore obtenue a partir des cultures de
sept jours développées sur l'agar de dextrose de pomme de terre a 35°C.
Les conidies sont récupérées en mouillant une boucle avec du Tween 20 et en la

transférant dans 3 mL d'eau physiologique stérile.

La DO est de 0,08 a 0,10 a 625 nm, ce qui correspond a un inoculum équivalent a
0,4-5 10° conidies/mL.

L'évaluation de la CMI est effectuée de la méme facon que celle des levures
(Espinel-Ingroff et coll., 2007).

2.4.4. Evaluation de l'activité antioxydante
a. Réduction du fer : FRAP ( Ferric Reducing Antioxidant Power )

Cette technique permet de mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer
ferrique (Fe®*") présent dans le ferricyanure de potassium KsFe(CN)g en ferrocyanure
de potassium (Fe?*) (Oyaizu, 1986).

Le protocole expérimental suivi est celui de Karagoézler et coll., 2008.
1mL de l'extrait a différentes concentrations diluées dans I'eau distillée est mélangé
avec 2,5 mL d’'une solution de tampon phosphate (0,2M ; pH 6,6) et 2,5 mL d’'une
solution de ferricyanure de potassium KzFe(CN)s a 1%, puis nous plagons les tubes
dans un bain-marie a 50°C pendant 20 minutes. Apres refroidissement a température
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ambiante, 2,5mL d’acide trichloracétique (TCA) a 10% sont ajoutés pour stopper la
réaction. Les tubes sont centrifugés a 3000 tours/min pendant 10 minutes.
Nous prélevons 2,5mL des surnageants auxquels nous ajoutons 2,5mL d’eau
distillée. Nous additionnons ensuite au mélange 500uL d’'une solution de chlorure de
fer (FeCls, 6 H,O) a 0,1% fraichement préparée. La lecture des absorbances se fait
contre un blanc a 700 nm a l'aide d’'un spectrophotomeétre. L'acide ascorbique est

utilisé comme contrdle positif dans les mémes conditions expérimentales.

b. Test de piégeage du radical libore DPPH ~ (2,2-diphényl 1-1-
picrylhydrazyl)
Le 2,2-Diphényl-1-1picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre stable de couleur
violacée qui absorbe a 514-518 nm. En présence de composés anti-radicalaires,

le radical DPPH:' est réduit et change de couleur en virant au jaune (figure N°8).

N02 N02
. H
ON Ne—=N ON N—N
NO, @ "02 @
DiPhenylelPicrylHydrazyle DiPhenylelPicrylHydrazyle
(radical libre) (radical réduit)

Figure N°8 : Forme libre et réduite du 2,2-diphényle-1-picryl  hydrazyl (DPPH )
(Molyneux, 2004).
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Les absorbances mesurées servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical
DPPH, qui est proportionnel au pouvoir antiradicalaire de [I'échantillon.
Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le
radical DPPH.

L'effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par
Sanchez-Moreno et coll., 1998. Un volume de 50 uL de différentes concentrations
de chaque extrait est ajouté a 1,95 mL de la solution méthanolique du DPPH
(0,025 g/L) fraichement préparée. Le contrdle négatif est préparé en parallele en
meélangeant 50 pL de méthanol avec 1,95 mL d’une solution méthanolique de DPPH.
Apres incubation a I'obscurité pendant 30 min et a température ambiante, la lecture
des absorbances est effectuée a 515 nm a l'aide d’un spectrophotométre, contre un
blanc pour chaque concentration qui contient 50 pL de l'extrait et 1,95 mL de

méthanol.

Le pourcentage de piégeage du radical est calculé selon I'équation suivante :

[(Al — A2) / A1] x 100

Al : représente I'absorbance du contrdle sans extrait.

A2 : représente I'absorbance apres I'addition de I'extrait.

- Calcul des concentrations inhibitrices a 50% " IC 50

La concentration inhibitrice a 50% (ICsp) permet de calculer la concentration de
I'échantillon testé nécessaire pour réduire 50% des radicaux DPPH. Elle est calculée
graphiquement par la régression linéaire des graphes tracés des pourcentages
d’inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions en utilisant le
logiciel Sigma-plot [(Bertoncelj et coll., 2007); (Marxen et coll., 2007);
(Fabri et coll.,, 2009) ; (Scherer et Godoy, 2009)].
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2.5. Propriétés de conservation du produit cosmétiq ue par les extraits de
Fredolia aretioides et Echium vulgare
2.5.1. Réalisation d'un shampoing

La mise au point d’'un shampoing résulte d’'un judicieux équilibre entre la base
lavante, formée de l'association de plusieurs tensioactifs, qui constitue le cceur de la
formule, et tous les autres composants (stabilisateurs de mousse, épaississants,
nacrants et opacifiants, correcteurs de pH, conservateurs, additifs) qui lui conférent
ses qualités physiques et cosmétiques et peuvent, selon les besoins, en modifier les

performances (tableau N°3).

Tableau N°3 : Formulation de base d'un shampoing

Ingrédients Quantité (%) Fonction

Laurylsulfate d’ammonium, 10-20 nettoyant primaire (tensioactif)
Lauramide diéthanolamine (DEA) | 3-5 Stabilisateur de mousse
Chlorure de sodium 0,5-1,5 épaississant

Disodium EDTA ou extrait végétal | 0,3 a 1% conservateur

Eau Ad 100 diluant

Ad 100 veut dire amener la solution & 100 %

La fabrication se fait en quatre étapes :

Nous avons stérilisé dans un premier temps tous les ustensiles utilisés lors de la
manipulation puis nous avons pesé nos tensioactifs détergents et moussants et nous
les avons mis dans un récipient (Phase 01).

Dans un deuxieme temps, nous avons pesé et mélangé l'eau et I'agent épaississant.
Le mélange est placé au bain-marie a 40°C. Nous agitons doucement jusqu'a
dissolution totale du NaCl (Phase 02).

Nous avons dans un troisieme temps verseé petit a petit la phase 02 dans la phase 01
en agitant lentement entre chaque ajout pour obtenir un mélange homogene.

Deés lors que la préparation contient de I'eau, le conservateur devient indispensable.
Ici nous avons utilisé l'extrait de l'une des deux plantes Echium vulgare et
Fredolia aretioides (1% formulation), le conservateur EDTA 2mM (2°™ formulation)
et les deux en méme temps (3°™ formulation). Le pH de cette préparation est

d'environ 4,5-6.
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2.5.2. Propriétés de conservation des extraits
a. Choix des microorganismes
Les procédés de conservation des produits cosmétiques sont variables, seule
l'utilisation de différents types de micro-organismes est déterminée. Les essais ISO
11930, la Ph. Eur (European Pharmacopeia), 'USP (United States Pharmacopeia)
et 'ASEAN (Association of Southeast Asian Nations) n'utilisent que des micro-
organismes pathogenes, qui différent partiellement des recommandations du SCCS
(Scientific Committee on Consumer Safety) qui utilisent des germes spécifiques

supplémentaires connus pour induire une détérioration des produits cosmeétiques

(tableau N°4) (Wolfgang et Mayer, 2012) .

Tableau N°4:

recommandations du comité scientifigue de la sdreté

Liste des microorganismes utilisés par

SO 11930

les

du consommateur

(SCCS), le Schilke Koko, la pharmacopée européenne, la pharmacopée des
états unis et I'association des nations sud-est asi atique.

SO 11930 SCCS pea BRENS o, Enr7 USP 35 ASEAN
Pseudomonas Pseudomonas Enterobacter Pseudomonas Pseudomonas Pseudomonas
aeruginosa aeruginosa gergoviae aeruginosa aeruginosa aeruginosa
ATCC 9027 (CIP of an official reference | ATCC 33028 ATCC 8027; NCIMB | ATCC 9027 ATCC 9027,
82.118; NCIMB 8626; | stock in the EU Escherichia coli 8626; CIP 82.118 Escherichia coli CIP82.118; or
NBR 13275, KCTC Staphylococcus ATCC 11229 Staphylococcus ATCC 11229 equivalent
2513) aureus Klebsiella aureus Staphylococcus Staphylococcus
Staphylococcus of an official reference | pneumoniae ATCC 6538; NCTC aureus aureus
aureus stock in the EU ATCC 4352 10788; NCIMB 9518; | ATCC 6538 ATCC 6538 (NCIMB
ATCC 8538 (CIP 4.83; | Candida albicans Pseudomonas CIP 4.83 Candida albicans 9518; CIP 4.83; NCTC
NCIMB 9518; NRBC | of an official reference | aeruginosa Candida albicans ATCC 10231 10788}
13276; KTC 3881; stock in the EU ATCC 9027 ATCC 10231; NCPF | Aspergillus niger Enterobacter
NCTC 10788) specific germs Pseudomonas 3179; IP 48.72. ATCC 16404 aerogenes
Escherichia coli which are known to | fluorescens Aspergillus ATCC 13048
ATCC 8739 (CIP lead to spoilage of | ATCC 17397 brasiliensis Candida albicans
53.126; NCIMB 8545; | cosmetic products | Pseudomonas ATCC 16404; IMI ATCC 10231 (NCPF
NBRC 3972; KCTC putida 149007; IP 1431.83 3179; IP 48.72)
2571; NCTC 12823) ATCC 12633 Aspergillus niger
Candida albicans Kocuria rhizophila ATCC 16404 (IMI
ATCC 10231 (IP ATCC 9341 149007; IP 1431.83)
48.72; NCPF 3179, Staphylococcus
NBRC 1584; KCTC atiraiia
7965) ATCC 6538
Aspergillus Candida albicans
brasiliensis ATCC ATCC 10231
16404 (IP 1431; IMI Aspergillus
‘49’007, NBRC 9455. brasiliensis
KCTC 6196) ATCC 16404

Penicillium

pinophilum

ATCC 36839
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b. Culture des micro-organismes d'essai selon les n ormes de la
Pharmacopée européenne
L'ensemble de la procédure de la préparation de l'inoculum est effectuée selon les
normes proposees dans le dernier projet de la commission de la Pharmacopée
européenne (EP), 2005.

Les boites de Pétri contenant de la gélose nutritive sont ensemencées sur la surface
par des bactéries puis incubées a 30-35°C pendant 18-24h. La culture des levures et
des champignons est réalisée sur de la gélose Sabouraud dextrose sans addition
d'antibiotiques. Les boites de Pétri sont ensuite incubées a 20-25°C pendant 48 h

pour les levures et 1 semaine pour les champignons.

c. Préparation de l'inoculum
Des boites de Pétri contenant de la gélose nutritive ou Sabouraud sont ensemencées

par stries. Aprés incubation & 37°C pendant 24 heures, des colonies sont

transférées dans un tube contenant 10mL d'eau physiologique stérile.

L'inoculum est préparé en extemporané selon la pharmacopée européenne.
Il est ajusté a 10° microorganismes/mL par lecture de la densité optique & une
longueur d'onde de 625 nm pour les bactéries et les champignons et a 530 nm pour

les levures.

d. Inoculation des échantillons
Le nombre de microorganismes utilisé et la quantité de l'inoculum, sont regroupés
dans le tableau N°5. La concentration cellulaire de départ est fixée a 10° UFC/mL

pour tous les tests.
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Tableau N°5: Nombre de microorganismes et quantité d'inoculum, utilisé S

dans le challenge test.

Echantillon Quantité Quantité de germes Quantité de germes dans
cosmétique | d'inoculum dans l'inoculum le produit cosmétique
10"-108UFC/mL bactéries | - 10°-10°UFC/mL bactéries
ISO 11930 20g ou 20mL | 1%
10°-10" UFC/mL levures | - 10*-10°UFC/mL levures
- 4x10*-4x10°UFC/mL
bactéries par inoculation
0,4% de
Schulke ° - 2,4x10%-2,4x10°UFC/mL
chaque 7108 Ari
q 10"-10°UFC/mL bactéries de bactéries pour 6
Koko test | 259 inoculum _ .
(2.4% pour | 10%-107 UFC/mL levures | lnocuiations
6 inoculations) - 2,4x10"-2,4x10°UFC/mL
de levures pour 6
inoculations
Ph Eur. 7 | 20g <1% ~10% UFC/mL - 10°-10° UFC/mL
USP 35 | Flacon original| 0,5-1,0% ~10° UFC/mL - 10° UFC/mL
~10® UFC/mL bactéries | ~10° UFC/mL bactéries
RN 100g 1% ~10" UFC/mL levures et | ~10° UFC/mL levures et
champignons champignons
~10% UFC/mL bactéries | ~10° UFC/mL bactéries
CTFA/M-3 | Produit final | <1%

~10" UFC/mL levures et

champignons

~10° UFC/mL levures et

champignons
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Le test de contrble de la qualité microbiologique est réalisé selon les normes
proposées dans le dernier projet de la commission de Pharmacopée Européenne (EP)
(2005) concernant les préparations topiques. Le test de provocation d'une
contamination "test challenge”, est réalisé sur les trois formulations suivantes :
shampoing + 1,0 % d'extrait + EDTA, shampoing+EDTA et shampoing+extrait.
Ces formulations (échantillons de 20 mL) sont placées dans des récipients stériles et
inoculées séparément avec des suspensions bactériennes et fongiques pour donner
un niveau final d'environ 10° UFC/g. Les préparations sont bien mélangées pour
assurer une distribution homogene des micro-organismes et incubées de 20 a 25°C.
La viabilité des cellules inoculées, et leur capacité a croitre sont évaluées par rapport
a un contrdle de croissance qui est le shampoing sans aucun conservateur. Aprés un
temps de contact de 0, 2, 7, 14 et 28 jours, des échantillons (1mL ou 1g) sont prélevés

et comptés selon le procédé décrit ci-dessous:

Dans des tubes a essai stériles, nous mélangeons 1mL de I'échantillon avec de 'eau
physiologique selon le facteur de dilution désiré (figure N°9). L'eau physiologique est
un milieu minimum tamponnée qui contient des sels minéraux, mais pas de source de
carbone. Les bactéries et les levures ne se développent pas dans ce milieu, mais
restent dans un état de stase jusqu'a ce que les cellules diluées soient étalées sur des
milieux contenant une source de carbone. L'opération est répétée trois fois pour

chaque dilution.

Pour calculer le nombre de levures ou de bactéries par mL de I'échantillon dilué, nous

avons utilisé I'équation suivante:

Nombre d'UFC

=) Nombre d'UFC/mL
Volume prélevé (mL) x facteur de dilution

La "Capacité conservateur (PC) " d'un produit est définie comme étant sa capacité ou
sa puissance a maintenir les niveaux de contaminants microbiens faibles et
acceptables lorsqu’il est inoculé par une charge microbienne fraiche.
Les limites spécifiées ne doivent pas dépassées 10° pour les bactéries et 10 pour les
levures par g ou mL du produit (Pharmacopée Européenne, 2005).
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LE CHALLENGE TEST
1: Staphylococcus aureus
2 :Escharichia coll
1 Pseudomonas oeruginosa
4 Candida albicans
5 1 Asperglilus niger
Echantilion obtenu Souche microblenne
apras formulation 10* germes /mi
09 s09 09 S0q9 s09
+ + + + +
0,5 mlde 0,5 ml 0,5 m| 0,5 ml 0,5 m|
(1 9%) de 2 de 3 de a 1de 5
1ml
1ml 1ml 1ml 1ml 1ml
= Temps 0
Incubation 48 h 30°C
Lecture
+ pourA, B, C.DetE
107! 10°2 103 104 109 10
1mi 1mil 1mil 1mi 1mil
— Temps 48 h
Incubation 48 h 30°C
Lecture
; pourA, B CDetE
107" 102 103 104 109 10
NN
Temps 7 )
Incubation 48 h 30°C
Lecture
) pour A,B,C,DatE
10! 102 10
1ml 1mi
T 1 — Temps 14 )
Incubation 48 h 30°C
Lecture
) pourA,B,C.DetE
107! 102 103
1ml 1 ml
—_— b — Temps 28 |
Incubation 48 h 30°C
Lecture
; pourA,B,C.DetE
10" 102 1079

Figure N°9 : Protocole expérimental du test de challenge
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2.6. Evaluation de I'activité hémolytique des extra its des plantes étudiées
vis-a-vis des globules rouges humains
2.6.1. Préparation de la suspension érythrocytaire
Du sang fraichement prélevé sur tube hépariné est centrifugé a 4000 tours/minutes
pendant 5 minutes. Apres élimination du surnageant, le culot est lavé 2 fois avec du
tampon phosphate salé de sodium (PBS) 10 mM, pH 7,4 contenant 150 mM de NacCl,

puis suspendu a nouveau dans ce méme tampon.

2.6.2. Mesure de la fuite de I’'hémoglobine
Les globules rouges humains sont suspendus dans le tampon PBS pH 7,4 10 mM, a
raison de 4000 cellules/mL (0,5 mL sont mis en contact avec 9,5 mL de tampon
phosphate salé de sodium (PBS) 10 mM, pH 7,4).

La suspension eérythrocytaire est incubée a 37°C sous agitation continue pendant
90 minutes. Dés l'addition de I'extrait qui correspond au temps zéro de la réaction,
des prélevements de 500 uL a partir de la solution réactionnelle sont effectués a
intervalle régulier, auxquels nous avons ajouté 2 mL d’une solution de lavage glacée
(NaCl 150 mM, MgCl, 2 mM).

Apres centrifugation a 4000 tours/minute pendant 5 minutes, nous avons récupére le
surnageant sur lequel nous avons dosé la fuite 'hémoglobine par lecture de la

densité optique a une longueur d’onde de 548nm (Spectronic GenesysTM 2PC).

L’hémolyse totale est obtenue par la mise en suspension des globules rouges dans
le tampon phosphate 10 mM pH 7,4 contenant du Triton X-100 a une concentration
de 10 % (v/v). Le tampon seul est utilisé comme contrdle négatif.

Le taux d’hémolyse est calculé selon I'équation suivante :

DO en présence de Triton X-100 - DO en présence d'extrait

Taux d'hémolyse (%)= 100
DO en présence de Triton X-100

(Murphy et coll. , 1995).
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Notre travail consiste a effectuer une étude phytochimique et évaluer quelques
activités biologiques de deux plantes de [l'ouest Algérien (Echium vulgare

et Fredolia aretioides).

1. Etude ethnobotanique

L'enquéte ethnobotanique est un travail de terrain qui consiste a aller a la rencontre
des praticiens traditionnels pour s'enquérir de leur méthode de traitement des
maladies. Cette enquéte est indispensable dans la mesure ou elle nous permet de
nous orienter afin de sélectionner les plantes a étudier et de cibler certains tests

biologiques.

Dans cette optique, un certain nombre de criteres ont été pris en compte pour

sélectionner les plantes de cette étude et qui portent sur les aspects suivants :

-usages de chaque espece végeétale selon les classes d'age, le sexe et le niveau de
scolarisation;

-usages attribués a chaque espece végétale ;

-parties utilisées de chaque espece végétale ;

-modes de préparation les plus communément mentionnés ;

1.1. Classes d'age
Le traitement des données nous a permis d’obtenir les données représentées dans
le tableau N°6 et qui montrent qu’a I'échelle des wilayas de Bechar et de Tlemcen,
les personnes d’age supérieur a 65 ans ont une fréquence d'utilisation des plantes
meédicinales de 25 % et de 33% respectivement, alors qu'elle est de 7% a Béchar

et 1% a Tlemcen pour les personnes de moins de 25 ans.

La connaissance des usages des plantes meédicinales et leurs propriétés, est
généralement acquise suite a une longue expérience accumulée et transmise d’'une
génération a l'autre. La transmission de cette connaissance est en danger
actuellement parce quelle n'est pas toujours assurée (Anyinam, 1995).
Les résultats obtenus montrent que les personnes les plus agées ont plus de
connaissances en plantes médicinales par rapport aux autres classes d'ages.
L'expérience accumulée avec I'dge constitue la principale source d’information a

I'échelle locale au sujet de l'usage des plantes en médecine traditionnelle.
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Nous remarquons une perte d’information sur les plantes médicinales, ce qui
s’explique aussi bien par la réduction des ressources végétales de la région que par
la méfiance de certaines personnes, particulierement les jeunes, qui ont tendance a

ne plus trop croire en cette médecine traditionnelle.

1.2. Sexe d’appartenance

Dans les deux régions étudiées, les hommes et les femmes sont concernés par la
phytothérapie. Cependant, les femmes ont un peu plus de connaissances sur les
espéeces médicinales par rapport aux hommes (56% contre 44% a Béchar et 58%
contre 42% a Tlemcen) (tableau N°7). Ces résultats confirment les travaux
ethnobotaniques réalisés a I'échelle nationale par Azzi et ses collaborateurs
(2012), qui ont montré que les femmes sont plus détentrices du savoir
phytothérapique traditionnel que les hommes.

Sur le terrain d’enquéte, si les femmes et les hommes se chargent équitablement de
la collecte des plantes médicinales, le séchage, le stockage et la préparation des
recettes pour les soins des membres de la famille, sont effectués par les femmes.
L’homme se réserve la tache de la collecte des plantes dans les zones réputées

dangereuses.

1.3. Niveau de scolarisation
Dans les zones d'étude, une bonne partie des usagers de ces deux plantes
médicinales sont analphabétes, avec un pourcentage de 42 % pour les usagers
d’Echium vulgare et 49% pour ceux de Fredolia aretioides (tableau N° 8).

Ce pourcentage relativement élevé est en corrélation directe avec le niveau d’études
de la population locale utilisatrice des plantes. Néanmoins, les personnes ayant le
niveau de I'école primaire ont un pourcentage d’utilisation des plantes médicinales
non négligeable, alors que celles ayant un niveau d'études secondaires et

universitaires, utilisent trés peu les plantes médicinales.
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Tableau N°6 : Répartition de la fréquence d'utilisation de

d’Echium vulgare par classe d’age.

Fredolia aretioides et

Classe d’age (%)

Plantes <25 ans | 25-34 ans| 35-44 ans|45-54 ans |55 -64 ans| > 65 ans
Fredolia aretioides 7 9 18 19 22 25
1 9 12 20 25 33

Echium vulgare

Tableau N°7 : Répartition de la fréquence d'utilisation de

d’Echium vulgare par sexe.

Sexe d'appartenance

(%)
Plantes
Hommes Femmes
Fredolia aretioides 44 56
Echium vulgare 42 58

Tableau N°8 : Répartition de la fréquence d’utilisation de

d’Echium vulgare selon le niveau d’études.

Fredolia aretioides et

Fredolia aretioides et

Niveau d’études (%)
Plantes Analphabéete | Primaire | Secondaire | Universitaire
Fredolia aretioides 49 26 18 7
Echium vulgare 42 27 21 10
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1.4. Domaines d’indication thérapeutique
L’enquéte ethnobotanique a révélé que la plante Fredolia aretioides est utilisée
principalement contre les maladies de I'appareil digestif, avec un pourcentage de 38%,
comme antidote au poison (29%), antirhumatismal (20%), Hypoglycémiante (10%) et
pour faciliter I'accouchement (2%). Le reste des maladies (appareil urinaire et génital)
est représenté par moins de 1 % (figure N°10).
La deuxieme espéce étudiée a savoir Echium vulgare des prairies de Remchi, est
utilisée pour le traitement de plusieurs maladies dont les rhumes et fievres (34%), les
maux de téte (23%), la promotion de la cicatrisation des plaies et le traitement de la
peau (22%), la rétention d'eau (10%) , l'inflammation (7%) et contre la douleur (3%)
(figure N°11).

1.5. Parties utilisées

Dans la région de Tlemcen, les feuilles d’Echium vulgare sont les parties les plus
utilisées avec un pourcentage de 35 %, les fleurs (26%), viennent ensuite les tiges
plus les feuilles (21%) et les parties souterraines (18%) (tableau N°9).

En ce qui concerne la plante Fredolia aretioides, les feuilles sont tres utilisées par la
population de Bechar (39%), suivies des tiges plus feuilles (36%) et des racines
(25%).

Bien que les résultats consignés dans le tableau N°9 montrent que l'utilisation des
feuilles en plus des tiges et des feuilles, est représentée par un pourcentage de 75%,
nous avons remarqué que sur le terrain les utilisateurs ont tendance a arracher la
plante entiére au lieu de s’intéresser uniquement a la partie souhaitée (principalement
les feuilles). Sachant qu’il existe une relation manifeste entre la partie utilisée de la
plante exploitée et les effets de cette exploitation sur son existence, ce mode de

cueillette compromet sérieusement la durabilité des especes meédicinales.

1.6. Mode de préparation
L'infusion constitue le mode de préparation le plus fréquent (47 %) pour
Echium vulgare. Elle est suivie par la préparation en décoction (25 %) et en poudre
(15%). Les autres modes (jus, cataplasme, maceération, teinture, fumigation et autres)
représentent 13%. Par ailleurs, Fredolia aretioides est utilisée soit sous forme de
décoction (52%) et d'infusion (38%) soit sous forme de poudre (10%) (tableau N°10) .
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Figure N°10 : Répartition des différentes
utilisations de Fredolia aretioides dans la
wilaya de Béchar

Figure N°11 : Répartition des différentes
utilisations d* Echium vulgare dans la wilaya
de Tlemcen.

Tableau N°9 : Répartition des différentes parties utilisées de Fredolia aretioides

et d’Echium vulgare .

Parties utilisées des plantes
Plantes Feuilles  |Tiges et feuilles| Racines Fleurs
(%) (%) (%) (%)
Fredolia aretioides 39 36 25 /
Echium vulgare 35 21 18 26
Tableau N°10: Répartition des différents modes de préparation d es plantes

Fredolia aretioides et Echium vulgare .

Modes de préparation
Plantes Jus, cataplasme,
Poudre Infusion Décoction macération,
(%) (%) (%) teinture et autres
(%)
Fredolia aretioides 10 38 52 /
Echium vulgare 15 47 25 13
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2. Analyses phytochimiques
2.1. Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur différents extraits préparés a partir des
racines, des feuilles et des tiges des plantes Echium vulgare et Fredolia aretioides,
en utilisant des solvants de polarités différentes et des réactifs spécifiques de
révélation. Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la
présence de métabolites secondaires au niveau des tissus végétaux de nos plantes.
La détection de ces composeés chimiques est basée sur des essais de solubilité des
constituants, de turbidité, un changement de couleur spécifigue ou un examen sous

la lumiére ultraviolette.

2.1.1. Tests phytochimiques des extraits de  Fredolia aretioides
Les résultats de I'analyse phytochimique préliminaire des trois fractions d’extraits de

Fredolia aretioides sont regroupés dans le tableau N°11.

Nous remargquons gue dans l'extrait agueux et ethanolique des deux parties de cette
plante, la recherche des alcaloides et des tannins galliques s'est montrée positive.
La présence de ces alcaloides est confirmée par une précipitation brune au contact

avec le réactif de Wagner.

Les saponosides sont fortement présents dans l'extrait aqueux, et ceci dans les deux
parties de la plante avec une formation de mousse dans les tubes dépassant les

3 cm de hauteur.

Les stérols et les triterpenes sont fortement présents dans I'extrait d'éther diéthylique.
Ces composeés, combinés avec les composeés réducteurs, forment des glycosides.
L’'apparition d’'une fluorescence sous une lumiere UV indique la présence des
coumarines uniqguement dans les feuilles et les tiges de la plante mais a une faible

intensité.

Les flavonoides sont présents uniquement dans I'extrait agqueux des racines.
Nous remarquons aussi la présence des anthocyanes, des composés réducteurs et
des quinones avec une faible intensité dans les deux parties de Fredolia aretioides.
Une absence totale des leucoanthocyanes dans les trois solvants utilisés est

enregistrée.
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Tableau N°11 : Caractérisation des groupes chimiques dans les e  xtraits des

racines, des feuilles et des tiges de

Fredolia aretioides

_ Extrait Extrait éther
Extrait aqueux ) _ o
éthanolique diéthylique
Groupes chimiques
Feuilles et . Feuilles . Feuilles .
) Racines . Racines ) Racines
tiges et tiges et tiges
Alcaloides +++ +++ +++ +++ - +
Coumarines ++ - ++ - ++ -
Stérols et triterpenes + + ++ ++ +++ +++
Tanins galliques +++ +++ +++ +++ - +
Anthocyanes ++ ++ + + - -
Saponosides +++ +++ - - - -
Composés réducteurs ++ ++ ++ + + +
Quinones + ++ - - - -
Flavonoides - ++ - + - -
Leucoanthocyanes - - - - - -

Réaction positive:

+++

Réaction douteuse: +

Réaction moyennement positive: ++

Test négatif: -
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2.1.2. Tests phytochimiques des extraits d  'Echium vulgare
Les tests phytochimiques effectués sur les différentes préparations des deux parties
d'Echium vulgare ont donné les résultats présentés dans le tableau N°12.

Nous remarquons que I'extrait aqueux contient des flavonoides, des tanins
cathéchiques et des quinones en quantité importante par rapport aux autres extraits

et ceci dans les racines, les feuilles et les tiges.

L'extrait aqueux contient également plus d'alcaloides dans les feuilles et les tiges que
dans les racines. En revanche, les composés réducteurs sont beaucoup plus

importants dans les racines que dans les feuilles et les tiges.

Nous remarquons aussi que dans les trois extraits, la recherche des stérols et

triterpénes ainsi que les coumarines, s'est montrée positive.

Il ressort de l'analyse phytochimique que trois grands groupes de composes
chimiques sont présents dans Fredolia aretioides. Il s’agit des alcaloides, des tanins
galliques et des saponosides. Alors que Echium vulgare renferme les tanins
cathéchiques, les flavonoides, les alcaloides et les quinones. Par contre, les

leucoanthocyanes, sont absents dans les deux plantes étudiées.
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Tableau N°12: Caractérisation des groupes chimiques dans les ex

racines, des feuilles et des tiges d'

Echium vulgare

traits des

_ Extrait Extrait éther
Extrait aqueux i _ o
éthanolique diéthylique
Groupes chimiques
Feuilles _ Feuilles . Feuilles .
) Racines . Racines . Racines
et tiges et tiges et tiges
Alcaloides +++ ++ + ++ - -
Flavonoides +++ +++ ++ ++ - -
Tanins cathéchiques +++ +++ ++ ++ - -
Composeés réducteurs ++ +++ ++ + - -
Quinones +++ +++ - - - -
Anthocyanes ++ - + - + -
Stérols et triterpénes + + ++ ++ ++ ++
Coumarines ++ ++ ++ ++ + ++
Saponosides - - - - - -
Leucoanthocyanes - - - - - -
Réaction positive:  +++ Réaction moyennement positive: ++

Réaction douteuse: +

Test négatif: -
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2.2. Quantification et caractérisation des polyphén ols, des flavonoides et
des tanins par méthode spectrophotométrique

2.2.1. Détermination de la teneur en polyphénols

La courbe d'étalonnage avec l'acide gallique de la figure N°12 nous a permis de
déterminer les teneurs en polyphenols des deux plantes. Les résultats obtenus sont
exprimés en mg équivalent d’acide gallique par 100 grammes de matiére végétale
séche (mg GAE/100 g), en utilisant I'équation de la régression linéaire de la courbe

d’étalonnage de l'acide gallique.

Les résultats représentés dans le tableau N°13, montrent que les extraits
hydrométhanoliques des plantes renferment des concentrations variables en

polyphenols.

Nous constatons que les extraits des racines renferment des teneurs en polyphenols
plus élevées que les parties aériennes des deux plantes, 971,05 mg EAG/100g pour
la plante Fredolia aretioides et 1159 mg EAG/100g pour la plante Echium vulgare,
contre 741,8 mg EAG/100g dans Echium vulgare et 764,54 + 0,55 mg EAG/100g
dans Fredolia aretioides.

Il faut noter que Echium vulgare est relativement plus riche en polyphenols que

Fredolia aretioides.

Cette variation quantitative et qualitative du contenu polyphénolique entre les deux
plantes peut étre liee aux facteurs climatiques et environnementaux comme la zone
géographique, la sécheresse, le sol et les maladies (Ebrahimi et coll., 2008).
La période de la récolte, le stade de développement de la plante, la méthode
d’extraction et de quantification peuvent également influencer la teneur en phénols
totaux (Lee et coll., 2003).
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Figure N°12 : Courbe d'étalonnage de l'acide gallique.

Tableau N°13 : Teneurs en polyphénols dans les extraits hydro-m éthanoliques

des racines, des feuilles et des tiges de

Fredolia aretioides et d’ Echium vulgare

Teneurs en polyphénols (mg EAG/100g MS)

Plantes

Racines Feuilles et tiges
Fredolia aretioides 971,05 =+ 0.83 764,54 + 0,55
Echium vulgare 1159 £ 0,10 741,8 £ 0,25
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2.2.2. Dosage des flavonoides totaux
La courbe d'étalonnage avec la catéchine de la figure N°13 nous a permis de
déterminer les teneurs en flavonoides totaux des racines, feuilles et tiges

d'Echium vulgare. Les résultats obtenus sont reportés dans la figure N°14 .

Nous remarquons que les racines d'Echium vulgare présentent la teneur la plus
élevée en flavonoides soit 120 mg EC/g MS par rapport aux feuilles et tiges, dont la
teneur est de 33,35 mg EC/g MS.

2.2.3. Dosage des tanins
Les résultats obtenus pour le dosage des tanins condensés et hydrolysables de

Fredolia aretioides, sont présentés dans le tableau N°14 .

Nous remarquons que l'extrait des racines de Fredolia aretioides contient plus de
tanins que celui de la partie aérienne (Feuilles et tiges), avec respectivement 35,73%
et 29,97%.

En revanche les feuilles et tiges d'Echium vulgare sont plus riches en tanins par

rapport aux racines soit 31,89% et 25,40% respectivement (tableau N°15).

La présence de tanins suggeére la capacité de cette plante a jouer un réle majeur en

tant qu'agent antimicrobien et antioxydant (Bruneton, 1993).

A partir de ces résultats, nous pouvons dire que Fredolia aretioides possede plus de
tannins que Echium vulgare. Ceci pourrait s'expliquer par la différence des habitats
et par la dispersion des espéces végétales. En effet, lorsque la diversité est grande,
le contact des plantes avec les insectes est faible, la pression de sélection est
réduite, par conséquent, la production de tanins devient importante car ils

constituent I'essentiel du systéme de défense des végétaux (Leigh, 1999).
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Figure N°13 : Courbe d'étalonnage de la Figure N°14 : Teneur en flavonoides totaux des

catéchine. racines, feuilles et tiges d° Echium vulgare

Tableau N°14 : Tanins condensés et hydrolysables des racines, d  es tiges et

des feuilles de Fredolia aretioides (en %)

Fredolia aretioides
Feuilles et tiges (%) Racines (%)
Tanins condenseés (%) 12,05 14,39
Tanins hydrolysables (%) 17,92 21,34
Total (%) 29,97 35,73

Tableau N°15 : Tanins condensés et hydrolysables (%) des racine s, des tiges et

des feuilles d' Echium vulgare (en %)

Echium vulgare
Feuilles et tiges (%) Racines (%)
Tanins condensés (%) 13,50 10,12
Tanins hydrolysables (%) 18,39 15,28
Total (%) 31,89 25,40
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2.3. Rendements en extraits secs
Le rendement de I'extraction varie en fonction de I'espéce végétale, I'organe utilisé
dans l'extraction, les conditions de séchage, le contenu de chaque espece en
meétabolites et de la nature du solvant utilisé dans I'extraction ou le fractionnement et

de sa polarité.

Les résultats des rendements d’extraction calculés & partir de la matiére végétale
seche des racines, des feuilles et des tiges d'Echium vulgare et de
Fredolia aretioides sont représentés respectivement par les figures N°15 et N°16 .
Les résultats des extraits bruts d'Echium vulgare montrent que les rendements les
plus élevés sont ceux de l'extrait hydrométhanolique et I'extrait aqueux des feuilles
et des tiges soit 17,25% et 16,53% respectivement, suivis des extraits bruts des
racines (15,39% pour l'extrait aqueux et 17,25% pour l'extrait eau-méthanol)
(figure N°15).

Les teneurs des fractions acétate d’éthyle sont de 0,98% pour les feuilles et les tiges
et de 0,45% pour les racines. Par contre, elles sont de 1,43% dans les parties
aériennes et de 2,5% pour les racines de I'extrait n-butanolique.

Dans la figure N°16, nous constatons que les rendements enregistrés avec les
extraits bruts de Fredolia aretioides sont estimés a 7,53%, pour les feuilles de I'extrait

hydrométhanolique et a 22,87%, pour les racines de I'extrait aqueux.

Des teneurs importantes sont enregistrées avec l'extrait hydrométanolique des
racines (13,7%), I'extrait aqueux de la partie aérienne (8,31%) et I'extrait des tanins

fraction butanolique des racines (10,3%).
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Figure N°15 : Rendements des extraits d Echium vulgare .
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Figure N°16 : Rendements des extraits de Fredolia aretioides

exbAR : extrait brut aqueux des racines

exbMeOHF: extrait brut eau/MeOH des feuilles+tiges exbMeOHR : extrait brut eau/MeOH des racines
exsTAF: Tanins: fraction acétate d’éthyle des feuilles+tiges  exsTBF: Tanins: fraction butanolique des feuilles+tiges
exsTBR : Tanins: fraction butanolique des racines exsTAR : Tanins: fraction acétate d’'éthyle des racines
exsFAR : Flavonoides: fraction acétate d’éthyle des racines exsFBR : Flavonoides: fraction butanolique des racines
exsFBF : Flavonoides: fraction butanolique des feuilles+tiges

exsFAF : Flavonoides: fraction acétate d’éthyle des feuilles+tiges
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3. Analyses biologiques
3.1. Evaluation de I'activité antibactérienne des e  xtraits d 'Echium vulgare
3.1.1. Méthode de diffusion des disques

Les résultats de l'activité antibactérienne des extraits des racines de la plante
Echium vulgare sur neufs souches bactériennes de référence sont regroupés sur
le tableau N°16. Les valeurs indiquées sont les moyennes des triplicatas pour

chaque test.

Nous pouvons dire que les bactéries a Gram négatif sont plus sensibles aux extraits
des racines d’Echium vulgare que les Dbactéries a Gram positif.
En effet, les diamétres d’inhibition varient de 7 & 35 mm chez les bactéries & Gram

négatif et de 7 a 20 mm chez les bactéries a Gram positif.

Nous remarquons également que la fraction acétate d’éthyle, les extraits n-butanol
et eau/méthanol montrent une bonne activité vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa

avec des zones d’inhibition de 35 et 30 mm respectivement.

Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli se sont montrés tres sensibles aux

fractions acétate d’éthyle et n-butanol, le diamétre d’inhibition étant de 22 mm.

L’activité inhibitrice de la plupart des extraits des racines vis-a-vis de certaines
souches est probablement liée a leur richesse en polyphenols qui peuvent étre
qualifiés de molécules antibactériennes. Sur la base des résultats obtenus nous
pouvons dire que tous les extraits d’Echium vulgare a I'exception de I'extrait aqueux
possedent une activité antibactérienne relativement importante (diamétre = 9)

vis-a-vis des bactéries testées.

Les résultats de I'activité antibactérienne des extraits de la partie aérienne de la

plante Echium vulgare sont regroupés dans le tableau N°17.

Nous remarquons que la fraction acétate d’éthyle présente une bonne activité aussi
bien sur les bactéries a Gram négatif que sur les bactéries a Gram positif.
En effet, Klebsiella pneumoniae, Staphylocoques aureus et Escherichia coli se sont

montrés sensibles a cet extrait avec des zones d’inhibition d'environ 16 mm.
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Tableau N°16: Diametres des zones d'inhibition (mm) des extrait s des racines

d’Echium vulgare vis-a-vis des bactéries a Gram négatif et a Gram p  ositif.

Diamétres des zones d'inhibition (mm)
Bactéries & Gram négatif Bactéries a Gram positif
. o m A > m 2 m 2 w

Extraits 3 8 g g % E = g &

s | | 2 |5 |8 |2 |8 | e | ¢g

) § 3

= g 2 7] 5 7] )

3 S | =2 3

2 R g
Brut Aqueux 7 8 7 6 7 7 7 7 7
Brut Eau/Méthanol 30 7 9 7 8 13 8 11 12
Flavonoides:
Fraction Acétate 35 20 22 15 18 15 15 17 9
d’éthyle
Flavonoides: 30 | 22| 20 15| 17| 20| 18 17 8
Fraction n-butanol
DMSO 6 6 6 6 6 6 6 6 6

Tableau N°17: Diameétres des zones d’inhibition (mm) des extrait s des feuilles

et des tiges d’ Echium vulgare vis-a-vis des bactéries a Gram négatif et a Gram

positif.
Diametres des zones d’inhibition (mm)
Bactéries & Gram négatif Bactéries a Gram positif
E . Y m A > m m m m w
Xtraits a & -g g}- % g T g &
g | B 5|8 g |8 |8 | ¢
= g QD ) _ 7] %]
3 =3 ® n 3
3. = =
8 2 g
Brut Aqueux 7 9 7 6 6 6 6 6 6
Brut Eau/Méthanol 12 8 12 9 8 8 9 15 9
Flavonoides:
Fraction Acétate 14 16 15 10 10 15 12 6 11
d’éthyle
Flavonoides: 12 | 13 13 10 9 12 10 6 10
Fraction n-butanol
DMSO 6 6 6 6 6 6 6 6 6

D<8mm (Résistante), 9mm=D<14 (sensible), 15mm=D<19mm (Assez sensible) , D>20mm (Trés sensible)
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3.1.2. Méthode de la microdilution en milieu liqui  de
Les résultats des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits des racines
d’Echium vulgare vis-a-vis des bactéries sont présentés dans le tableau N°18.

Nous remarquons que les extraits des racines d’Echium vulgare sont beaucoup plus
actifs sur les bactéries a Gram négatif que sur les bactéries a Gram positif.
Les CMI varient de 0,75 a 11,5 mg/mL chez les bactéries & Gram négatif et de 1,12 a

13,5 mg/mL chez les bactéries a Gram positif.

Les extraits acétate d’éthyle et n-butanol présentent des CMI intéressantes vis-a-vis
de Pseudomonas aeruginosa, Escherchia coli et Klebsiella pneumoniae

respectivement 0,75 ; 0,85 et 0,95 mg/mL.

Les résultats des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits des feuilles

et tiges d’Echium vulgare sont présentés dans le tableau N°19.

Les extraits eau/méthanol et n-butanol ont présenté les meilleures CMI vis-a-vis
d'Escherichia coli (2 mg/mL) et de Staphylocoques aureus (mrsa) (0,98 mg/mL).

Les résultats obtenues par les deux méthodes montrent que les extraits des racines
d’Echium vulgare sont plus actifs que ceux des feuilles et tiges. Ceci peut s’expliquer
par le fait que les racines renferment plus de flavonoides et de polyphénols que les

feuilles et les tiges.
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Tableau N°18 : Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) des extraits des

racines d’ Echium vulgare vis-a-vis des bactéries a Gram négatif et a Gram

positif.
CMI (mg/mL)
Bactéries a Gram négatif Bactéries a Gram positif
Extrait U m A > m n m n w
xtraits -
883 |8 | |e |8 |2|s
c = @ = D ® Q ® )
Q c 3 Q c QO c c
5 g % % wn o wn wn
2 = = 3
Q [ 7
o Q
Brut Aqueux 9,5 7 11,5 / 12,5 12,5 9,75 13,5 /
Brut Eau/Méthanol 1,6 5,5 2,81 5 11 6.5 8,5 5,62 7
Flavonoides :
Fraction Acétate 0,75 |1,03 | 0,95 2,25 1,12 3,25 1,12 1,34 11
d’éthyle
Flavonoides: 090 |085 | 112 | 55 |55 |117 |342 | 45 | 15
Fraction n-butanol

Tableau N°19: Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) des e  xtraits des

feuilles et des tiges d’ Echium vulgare vis-a-vis des bactéries a Gram négatif et

a Gram positif.

CMI (mg/mL)
Bactéries a Gram négatif Bactéries a Gram positif
Extrait U m A > m n m n w
xtraits —

3 8|3 | g |2 |2 |8 |¢2|¢8

c = 2 5 2 @ Q @ @

Q 3 ¥ c 9__3 c c

5 3 % o * z » 7

2 S, = 3

Q o 7

5] )
Brut Aqueux / 10,45 | 12,5 / / / / / /
Brut Eau/Méthanol 2,15 6,5 2,25 55 4.5 3,5 / 0,98 /
Flavonoides:
Fraction Acétate 3,10 6,5 3,12 | 7,25 4.5 2,25 3,25 / 11
d’éthyle
Flavonoides:
. 4,25 2 4,37 | 7,37 / 5 5 / 11,75

Fraction n-butanol
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3.2. Evaluation de [lactivité antibactérienne des e xtraits de
Fredolia aretioides
3.2.1. Méthode de diffusion des disques

Les résultats des tests qualitatifs de I'activité antibactérienne des extraits des racines
de la plante Fredolia aretioides vis-a-vis des souches bactériennes sont regroupés

dans le tableau N°20.

Nous remarquons que la fraction acétate d'éthyle présente une bonne activité aussi
bien sur les bactéries a Gram positif que sur les bactéries a Gram négatif.
En effet, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis et Bacillus cereus se sont montrés sensibles a cet extrait avec des zones

d'inhibition de 14 et 13 mm respectivement.

Nous constatons également que l'extrait n-butanol montre une tres bonne activité
vis-a-vis de Staphylococcus aureus (mrsa) et d'Escherichia coli, le diametre étant

de 20 et 14 mm respectivement.

Les résultats des tests préliminaires de I'évaluation de I'activité antibactérienne des
extraits de la partie aérienne de Fredolia aretioides sont présentés dans le
tableau N°21.

Les bactéries a Gram négatif sont plus sensibles aux extraits de la partie aérienne de
Fredolia aretioides que les bactéries a Gram positif. Les diamétres d’inhibition varient
de 6 a 20 mm chez les bactéries a Gram négatif et de 6 a 12 mm chez les bactéries

a Gram positif

De plus, l'extrait hydrométhanoligue montre une bonne activité vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae et Acinobacter baumanii avec des

zones d'inhibition de 14 et 13 mm respectivement.

Pseudomonas aeruginosa s'est montré tres sensible a la fraction acétate d'éthyle,

le diameétre d'inhibition est de 20 mm.
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Tableau N°20: Diametres des zones d'inhibition (mm) des extrait s des racines

de Fredolia aretioides vis-a-vis des bactéries & Gram négatif et a Gram  positif.

Diamétres des zones d’inhibition (mm)
Bactéries a Gram négatif Bactéries a Gram positif
Extrait R m A > m » m 2 oy
xtraits —
3 8|3 |5 g |2 |8 |2]|s8
c = @ 5 2 @ Q o) @
«Q c D c c
S g o 2 o = o 7
2 2. = 3
Y L o
™ Y
Brut Aqueux 6 6 8 9 6 6 6 6 8
Brut Eau/Méthanol 8 6 9 9 8 8 8 9 8
Tanins:
Fraction Acétate 14 12 10 10 11 14 14 9 13
d’'éthyle
Tanins:
Fraction n-butanol 12 14 9 8 9 11 9 20 10
DMSO 6 6 6 6 6 6 6 6 6

Tableau N°21: Diameétres des zones d’inhibition (mm) des extrait s des feuilles
et des tiges de Fredolia aretioides vis-a-vis des bactéries a Gram négatif et a
Gram positif

Diametres des zones d'inhibition (mm)
Bactéries a Gram négatif Bactéries a Gram positif
Extrait R m N > m % m % o
xtraits .
3|8 3 | g |g|& |8 |¢2& s
c - @ 5 2 ) 0 ) ®
«Q c L c c
5 g % % [ o [ (7]
2 S, = 3
s % (6
Brut Aqueux 7 6 6 6 6 6 6 6 6
Brut Eau/Méthanol 14 10 13 13 8 8 6 6 12
Tanins:
Fraction Acétate 20 12 10 9 7 9 6 10 11
d’éthyle
Tanins:
Fraction n-butanol 11 6 8 8 6 6 6 6 11
DMSO 6 6 6 6 6 6 6 6 6

D<8mm (Résistante), 9mm=D<14 (sensible), 15mm=D<19mm (Assez sensible), D>20mm (Trés sensible)
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3.2.2. Méthode de la microdilution en milieu liquid e
Les résultats des concentrations minimales inhibitrices des extraits des racines de
Fredolia aretioides sur les différentes souches bactériennes sont regroupés dans
le tableau N°22.

Nous remarquons que les bactéries a Gram positif et a Gram négatif sont sensibles

aux extraits des tanins de Fredolia aretioides.

Staphylococcus aureus methicillin resistant (mrsa) ATCC 43300 est la plus sensible
aux extraits des racines essentiellement, les extraits acétate déthyle
et hydromethanolique avec des CMI respectives de 0,425 mg/mL et de
0,518 mg/mL.

L’extrait hydrométhanolique a une meilleure activité antibactérienne que I'extrait

agueux.

Les résultats relatifs a I'évaluation des CMI des extraits des feuilles et des tiges de

Fredolia aretioides vis-a-vis des bactéries sont présentés dans le tableau N°23 .

Nous remarquons que les extraits de la partie aérienne de Fredolia aretioides sont
beaucoup plus actifs sur les bactéries a Gram négatif que sur les bactéries a Gram
positif. En effet, les CMI varient de 0,68 a 3,75 mg/mL chez les bactéries a Gram

négatif et de 1,25 a 2,75 mg/mL chez les bactéries a Gram positif.

Les extraits eau/méthanol et acétate d'éthyle ont présenté les meilleures CMI

vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa avec respectivement 0,87 et 0,68 mg/mL.

Les résultats des CMI obtenues avec la méthode des dilutions sont en corrélation
avec ceux de la méthode de diffusion en milieu solide. La faible activité de certains
composeés est peut étre due a la faible solubilité, ou a la résistance de certaines

souches bactériennes.

Sur la base de ces résultats nous pouvons dire que les valeurs des CMI varient

d’'une bactérie a I'autre en fonction des différents extraits testés.
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Tableau N°22 : Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) des extraits des

racines de Fredolia aretioides vis-a-vis des bactéries a Gram négatif et a

Gram positif.
CMI (mg/mL)
Bactéries a Gram négatif Bactéries a Gram positif
Extrait R m N > m 2 m 2 oy
xtraits —
3 (8|3 | g | g2 |8 |2]|s
c = 2 5 2 5] Q 5] ®
«Q c D c c
s s | B |8 | o | & |2 |°
2 s | 2 3
o o @
) o
Brut Aqueux / / 2,47 | 10,5 / / / / 9,75
Brut Eau/Méthanol 3.5 / 1.87 8 11.36 | 4.15 11 0,518 | 4,95
Tanins:
Fraction Acétate 0.90 |1.10 15 1.23 1.45 2.75 1,02 {2,980 1,3
d'éthyle
Tanins: 1.05 (095 | 2 |088 |142 | 35 |435 |0425 |1,25
Fraction n-butanol
Tableau N°23 : Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) des extraits des
feuilles et des tiges de Fredolia aretioides vis-a-vis des bactéries a Gram
négatif et Gram positif.
CMI (mg/mL)
Bactéries & Gram négatif Bactéries a Gram positif
Extrait 0 m A > m » m 2 W
xtraits —
3 8|3 |5 g |2 |8 |82]|s8
c = @ g S @ Q ) @
=} S 3 3 c o] c c
5 3 % D n @ n (2]
8 = = g
o o %
Brut Aqueux 3,75 / / / / / / / /
Brut Eau/Méthanol 0,87 | 2,5 1,05 15 2,65 1,5 / / 1,45
Tanins:
Fraction Acétate 068 |25 |112 |3,25 2,5 1,25 / / 2,15
d'éthyle
Tanins:
Fraction n-butanol 1,35 / 1,97 3,37 / / / / 2,75
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3.3. Evaluation de l'activité antifongique des extr  aits d' Echium vulgare et
de Fredolia aretioides
3.3.1. Méthode de diffusion des disques

Cette évaluation est effectuée sur deux souches de Candida albicans
(IP 444 et ATCC 10231) et un champignon filamenteux (Aspergillus flavus MNHN
994294) suivant les méthodes de référence CLSI (NCCLS) M38-A2 pour la technique

de diffusion sur gélose.

Nous avons utilisé comme antifongique de référence I'amphotéricine B. il s'agit de

I'antifongique le plus utilisé en milieu clinique.

Les résultats des tests qualitatifs de I'activité antifongique des extraits de la plante
Echium vulgare sont regroupés dans le tableau N°24.

Les extraits des deux fractions de flavonoides des racines, des feuilles et des tiges
possedent une bonne activité vis-a-vis des deux souches de Candida albicans et

d'Aspergillus flavus par rapport aux extraits aqueux et eau/méthanol.

Les diameétres des zones d'inhibition des extraits des flavonoides varient de 14 a
22,5 mm et de 13 a 17 mm respectivement des racines et des feuilles plus tiges

(comparativement a celui de I'amphotéricine B).

Il faut noter que I'extrait de la fraction n-butanol des flavonoides des racines a montré
une activité antifongique nettement supérieure vis-a-vis de Candida albicans 1P444,
Candida albicans ATCC 10231 et Aspergillus flavus MNHN 994294 avec des

diamétres respectifs de 22,5 ; 20 et 19 mm.

Les résultats des tests qualitatifs de I'activité antifongique des extraits de la plante
Fredolia aretioides sont présentés dans le tableau N°25 .

Nous remarquons que les extraits des fractions flavonoides et eau/méthanol de la
plante Fredolia aretioides ont montré une activité vis-a-vis des trois souches testées.

Cependant, cette activité est nettement inférieure a celle de I'amphotéricine B.

Il ressort de cette partie qu'Echium vulgare possede une activité antifongique
supérieure a celle de Fredolia aretioides vis-a-vis des souches de Candida albicans
IP 444 et ATCC 10231 et d'Aspergillus flavus MNHN 994294,
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Tableau N°24 : Diameétres des zones d'inhibition (mm) des extrai ts

d’'Echium vulgare vis-a-vis des souches de Candida albicans et Aspergillus

flavus .
Diamétres des zones d’inhibition (mm)
Racines Feuilles+tiges
W @ | 10| 3T @ @ 20| 321 9 |2
s |s |2 22| 5 S |82 |22 = |3
Qo O = O Qo O & O >
Souches Z o T 3 S 3 Z o 32| 353 O é S
o = ag | 235 o = ag| 2g s &
c < o O ® c < o @ @ - O
x @ 5 0 2 X o} = 0 wn - =
S| ST ay s |S3| T ®
s | & | & 3 5| 8 ”
=3 =. =. o = =.
5 =) 5 5
Candida albicans
P 444 6 11 15 22,5 6 9 14 17 6 20
Candida albicans
ATCC 10231 7 9 14 20 6 8 13 15 6 15
Aspergillus flavus
MNHN 994294 6 7 14 19 7 8 14 13 6 6

Tableau N°25 : Diametres des zones d’inhibition (mm) des extrai ts de

Fredolia aretioides vis-a-vis des souches de Candida albicans et Aspergillus

flavus .
Diamétres des zones d’inhibition (mm)
Racines Feuilles+tiges
w w >T | 7T w w >T| 31| 0 S >
S| s |82|g2| | g 82| g2 |5 |3
® O = O ® O = O =
Souches Py o T2 |33 Z o g3 53 |° é =}
c c a = o = c <3 o = o = =
oD L O o D L O Q 3 =
c < @ @ ® c < @ @ ® - o
x @ S » 2 X @ = o0 wn - 5
5 | ST T 5 |3 T ®
3 | "&| & 3 51 8 >
> =} =} >
Candida albicans
P 444 7 12 13 12 7 9 15 13 6 20
Candida albicans
ATCC 10231 6 9 11 11 6 8 12 11 6 15
Aspergillus flavus
MNHN 994294 6 11 11 12 6 7 13 10 6 6
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3.3.2. Méthode de la microdilution en milieu liquid e

Les résultats des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits
d’Echium vulgare sont présentés dans le tableau N°26.

Nous remarquons que la fraction n-butanol d'Echium vulgare présente une bonne
activité vis-a-vis des trois souches. Elle varie de 0,325 a 0,7 mg/mL et de 0,625 a
1,25 mg/mL respectivement des racines et des feuilles plus tiges. Ces CMI restent

supérieures a celle de I'amphotéricine B.

Les résultats des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits de

Fredolia aretioides sont présentés dans le tableau N°27.

L'extrait acétate d'éthyle des feuilles et des tiges a présenté la meilleure CMI
vis-a-vis de Candida albicans IP444 (0,89 mg/mL).
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Tableau N°26

Concentrations Minimales

Inhibitrices (CMI) des

extraits

d’Echium vulgare vis-a-vis des souches de Candida albicans et Aspergillus flavus.

CMI (mg/mL)
Racines Feuilles+tiges
W W |>T| 7T W W >T | 3T >
s | s |82 g2 g | 5 |88 |g2| 2
> m |88 88 > m 8 S| g8 =
Souches <! Q ® 3| 38 a Q ® 3 = et =4
& | S |23| 28| & S |23 | 23| &
c < o O ® c < o 0 ® o
X 2\ "j" (2] (2] X 2\ "j" (2] (7] 5
3 |1 iy 3 = I iy @
2 "8 B 3 2 &8 °
3 2. =. o = =
> > =} >
Candida albicans
/ 2,37 10,925 | 0,325 / 485 | 1,12 (0625 0,2x103
IP 444
Candida albicans 0.156
ATCC 10231 /3,125 |1,07 |0,633 / 515 | 1,53 |0,937 10
Aspergillus flavus
MNHN 994294 / / 1,13 | 0,700 / 521 (0,960 | 1,25 /
Tableau N°27 : Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) des extraits de

Fredolia aretioides vis-a-vis des souches de Candida albicans et Aspergillus flavus

CMI (mg/mL)
Racines Feuilles+tiges
w W (> T 3T w w > T 5T >
= | = |82l g2 | £ | £ |BR|g2| 2
> m & S| g o > m 8 S| g o =
Souches i) o) 3| 53 o o) ® 3| >3 o
[ E o = o = c E o = o = D
9] = Q Q. @ - Q o =,
c < o 0 @ c < @ @ @D o
X '(1)'_\ ":T" (2] (7] > ,@.: :—jn- 7] n 5
s |[ET| I s |3 T| ©°
o o o o
5 5 5 =)
Candida albicans
/ 2,45 | 1,15 | 1,25 / 3,75 [ 0,89 | 1,325 0,2 x 103
IP 444
Candida albicans 0.15
ATCC 10231 / 4,45 | 1,45 | 2,05 / 498 | 1,25 | 2,05 107
Aspergillus flavus
MNHN 994294 / 3,125| 2,10 | 1,89 / / 1,03 | 2,15 /
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3.4. Evaluation de l'activité  antioxydante des ext raits de

Fredolia aretioides
3.4.1. Méthode de réduction de fer (FRAP: Ferric reducing

antioxidant power )
La capacité réductrice d’'un composé peut servir comme un indicateur significatif de
son activité antioxydante potentielle (Yang et coll., 2008).
Nous avons évalué l'activité antioxydante des différents extraits des racines et des
feuilles plus tiges de la plante Fredolia aretioides par la méthode de FRAP.
Les résultats obtenus nous ont permis de tracer des courbes pour chaque extrait
figure N°17 (A, B, C,D etE) .
Nous constatons que la capacité de réduction du fer est proportionnelle a
'augmentation de la concentration des extraits.
Les résultats relatifs a l'activité antioxydante de I'extrait hydro-méthanolique de
Fredolia aretioides sont présentés dans la figure N°17 (A) .
Nous remarquons que les deux parties de la plante ont des pouvoirs réducteurs plus
ou moins proches, avec une activité antioxydante légérement supérieure pour les
feuilles (0,64) par rapport aux racines qui présentent pour la méme concentration de
0,15 mg/mL un taux de réduction de fer de 0,24.
Le pouvoir réduteur de I'extrait brut aqueux des racines figure N°17(B), présente une
capacité a réduire le fer de l'ordre de 1,18 a une concentration de 0,15 mg/mL par
rapport a I'extrait des feuilles et des tiges qui pour la méme concentration, présentent
un taux de réduction de 0,32.
Les variations de la capacité antioxydante de l'extrait des tanins fraction n-butanol,
représentées dans la figure N°17 (C), montrent que les racines, les feuilles et les
tiges ont des pouvoirs antioxydants presque similaires et augmentent avec la méme
allure. Tandis que la fraction acétate d’éthyle figure N°17 (D) présente une activité
antioxydante plus intéressante dans les feuilles et les tiges que dans des racines et
qui est estimée a 1,20 pour une concentration de 0,15 mg/mL de I'échantillon a
l'inverse des racines qui présentent un faible pouvoir réducteur pour la méme
concentration.
Afin de comparer les activités antioxydantes, nous avons présenté les résultats sous
forme d’histogrammes dans la figure N°17 (E) . Nous pouvons déduire que tous les
extraits de Fredolia aretioides ont la capacité a réduire le fer mais celle ci reste
variable entre les deux parties de la plante. Cette activité antioxydante est beaucoup
plus importante dans I'extrait brut aqueux des racines et dans la fraction acétate
d’éthyle des tanins des feuilles et des tiges.
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et des tiges de Fredolia aretioides
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3.4.2. Méthode du piégeage du radical libore DPPH - (2,2-diphenyl
1-1picrylhydrazyl)
Nous avons testé le pouvoir antioxydant par la méthode de piégeage du radical libre
DPPH, des extraits des racines et des feuilles+tiges de Fredolia aretioides.
Les résultats obtenus nous ont permis de tracer des courbes pour chaque extrait
figure N°18 (A, B, C et D).

Ces courbes correspondent a la variation du pourcentage d’inhibition en fonction

des concentrations de nos extraits

L’extrait brut aqueux des feuilles a montré un pouvoir antioxydant trés important par
rapport & I'extrait brut aqueux des racines. Ceci est montré par l'allure des graphes
de la figure N°18 (A), qui correspond a une courbe exponentielle avec la présence
d’'une phase stationnaire qui définit la réduction presque totale du radical DPPH en
sa forme non radicalaire. A une concentration de 1 mg/mL, le pourcentage de
réduction du DPPH est de I'ordre de 64,34 % pour l'extrait agueux des feuilles et des

tiges contre 34,04 % pour I'extrait brut des racines.

L’extrait brut hydro-méthanolique des racines a montré une activité antioxydante plus
importante que celle des feuilles et des tiges. A une concentration de 2 mg/mL,
I'extrait des racines entraine une réduction de 87,24 %, contre 69,45% pour I'extrait
des feuilles et des tiges. Cependant, ces données restent inférieures a celles de

I'acide ascorbique figure N°18 (B).

La figure N°18 (C) montre que pour les fractions acétate d’éthyle des tanins, le
meilleur résultat obtenu est celui des extraits des feuilles et des tiges, avec un
pourcentage d’inhibition de l'ordre de 83,25 % pour une concentration de
1,49 mg/mL. Concernant les fractions butanoliques représentées dans la
figure N° 18 (D), les extraits des deux parties de Fredolia aretioides ont donné une
activité antioxydante presque similaire. Nous remarquons que pour une
concentration de 2 mg/mL, l'activité antiradicalaire est de 57,74 % et 52,74 % pour

les tanins des feuilles et des racines respectivement.
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Figure N°18 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH " en fonction des concentrations
des extraits des racines, des feuilles et des tiges de Fredolia aretioides et de l'acide
ascorbique .
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Nous avons déterminé graphiquement la concentration correspondant a 50 %
d’inhibition (ICsp). La capacité antioxydante de nos extraits est déterminée a partir
des ICsp. Cette derniere est inversement proportionnelle a I'activité antioxydante de

I'extrait testé (Prakash et coll., 2007). Les valeurs des ICs calculées pour tous les

extraits testés sont représentées dans le tableau N°28 .

La forte activité des extraits aqueux est attribuée a leur richesse en composés
phénoliques. Ces extraits contiennent plusieurs molécules bioactives telles que les
polyphenols, les flavonoides et les tannins. En effet, une étude réalisée par

Kang et Coll. (2003) a suggéré gue les molécules polaires présentes dans les

extraits végétaux contribuent a 'augmentation de I'activité antioxydante.

Tableau N°28 : Valeurs des IC 5

Fredolia aretioides.

des extraits des deux parties de

ICs0
Extrait _ _ .
Feuilles+tiges Racines
(mg/mL) (mg/mL)
Aqueux 0,37 £ 0,388 1,81+£0,841
Eau/Méthanol 1,69 £ 0,490 1,06 £ 0,839
Tanins- Fraction: n-Butanol 1,46 £ 0,968 1,90 £0,978
Tanins- Fraction: acétate d’éthyle 0,53 £0,749 1,61 +0,577
Acide ascorbique 0,08 £ 0,839
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3.5. Evaluation de l'activité antioxydante des extr  aits d' Echium vulgare
3.5.1. Méthode de réduction de fer (FRAP: Ferric reducing

antioxidant power )

Les résultats de I'évaluation de Il'activité antioxydante par la méthode de FRAP des
extraits des racines, des feuilles et des tiges d'Echium vulgare sont présentés dans
la figure N°19 (A, B, C, D, E).

Les résultats du pouvoir de réduction de fer de [l'extrait hydro-méthanolique
représentés dans la figure N°19 (A) , montrent une activité antioxydante dans les

deux parties de la plante.

Cette capacité a réduire le fer pour I'extrait aqueux des racines est plus élevée que
celle de I'extrait des feuilles et des tiges. Cette activité antioxydante est estimée a
1,12 pour les racines contre 0,39 dans les feuilles et les tiges a la concentration
0,15 mg/mL figure N°19 (B) .

Le pouvoir réducteur des fractions butanolique et acétate d’éthyle des racines
d'Echium vulgare représenté dans la figure N°19 (C, D) est de 2,1 et 1,05 a
la concentration 0,15 mg/mL respectivement. Nous avons constaté que c’est les
extraits des racines qui présentent une forte activité antioxydante comparativement

aux extraits des feuilles et des tiges.

La classification des différents extraits des deux parties de la plante selon leur
activité antioxydante est représentée dans la figure N°19 (E) . Nous pouvons déduire
gue l'extrait butanolique des racines présente le meilleur pouvoir de réduction de fer
par rapport a tous les extraits et ceci peut étre attribué a la présence des flavonoides.
Tandis que l'efficacité de réduction de fer de I'extrait aqueux des racines peut étre
due a l'effet synergique entre les differents composés de cet extrait. Les autres

extraits ont présenté une activité faible par rapport aux extraits cités précédemment.
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de FRAP.

75



Troisiéme partie Résultats et interprétation

3.5.2. Méthode du piégeage du radical libre DPPH
(2,2-diphenyl 1-1picrylhydrazyl)
Les résultats de l'activité antioxydante des racines des feuilles et des tiges
d'Echium vulgare sont présentés sur la figure N°20 (A, B, C et D).
Nous remarquons que l'activité antioxydante est presque identique pour I'extrait brut
agueux des deux parties de la plante figure N°20 (A) ,
L'extrait brut hydro-méthanolique des racines présente une grande activité de
piégeage du radical DPPH' de I'ordre de 95% contre 90% pour l'extrait des feuilles et
des tiges a la concentration de 2 mg/mL figure N°20 (B) .
L'activité antioxydante enregistrée pour I'extrait acétate d’éthyle des racines est plus
importante que celle des feuilles et des tiges. Cette capacité est de I'ordre de 93% a
la concentration de 2mg/mL contre 54% pour les feuilles et les tiges figure N°20 (C) .
Pour les extraits butanoliques représentés dans la figure N°20 (D), le meilleur
résultat obtenu est celui de l'extrait des racines qui a donné un pourcentage
d’inhibition de I'ordre de 95% a concentration de 2 mg/mL.
En ce qui concerne Echium vulgare, les extraits des racines ont des valeurs
d’ICso inférieures a celles des extraits des feuilles et des tiges. Ce qui reflete une
activité antioxydante plus importante a Il'exception de [I'extrait brut aqueux
(tableau N°29).

L’activité antioxydante de I'extrait hydrométhanolique des racines est la plus élevée
(IC50=0,4 mg/mL) suivie de la fraction acétate d’éthyle (IC5,=0,5 mg/mL) puis de la
fraction butanolique (IC5,=0,61 mg/mL).

Tableau N°29 : Valeurs des IC 5o des extraits des deux parties d’ Echium vulgare.

ICs0
Extralt Feuilles et tiges Racines
(mg/mL) (mg/mL)

Aqueux 1,54+ 0,742 1,73+ 0,621
Eau/Méthanol 0,774+ 0,838 0,402+ 0,488
Flavonoides- Fraction acétate d’'éthyle 1,786+ 0,980 0,5+ 0,566
Flavonoides- Fraction butanolique 1,5+ 0,650 0,615+ 0,430
Acide ascorbique 0,1+ 0,578
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4. Propriétés de conservation d'un produit cosmétiq ue par les extraits

La sécurité microbiologique des produits cosmétiques présente un intérét trés
important pour les industries, en raison de la contamination microbiologique qui peut

provoquer de grands changements sur la composition de ces produits.

Les agents conservateurs sont ajoutés dans les produits pour deux raisons:
-prévenir I'altération microbiologique et prolonger la date d’expiration du produit.

-protéger le consommateur contre les infections.

Cependant, ces conservateurs chimiques, posent beaucoup de problemes pour une
grande partie des consommateurs. C’est pourquoi, il y a un grand intérét porté sur

les produits cosmétiques qui contiennent des conservateurs naturels.

Dans cette étude trois extraits naturels sont choisis pour évaluer leurs capacités a
conserver le produit cosmétique formulé (shampoing) et ceci sur la base des
résultats des activités antimicrobiennes et antioxydantes obtenus des différents
extraits des deux plantes. Notre choix a porté sur:

- L'extrait acétate d'éthyle des racines de Fredolia aretioides

- L'extrait n-butanol des racines d'Echium vulgare

- L'extrait acétate d'éthyle des racines d'Echium vulgare

Les criteres d'évaluation de [lactivité antimicrobienne et d'acceptation de la
pharmacopée européenne, sont donnés dans le tableau N°30 en terme de réduction
logarithmigue du nombre de microorganismes viables par rapport a la valeur de

I'inoculum.

Tableau N°30 : Critéres d'acceptation du produit cosmétique selon les normes

de la pharmacopée européenne (EP, 2005).

Log de réduction

2°™jour  7°Mjour 14°™jour 28°"°jour
Bactérie A 2 3 - NI
B - - 3 NI
Levure A - - 2 NI
B - - 1 NI

NI: No Increasing (aucune augmentation)
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Pour les préparations destinées a une application local, les criteres A expriment
I'efficacité recommandée a atteindre. Lorsque ces criteres A ne peuvent étre
satisfaits, et dans des cas justifiés, par exemple une augmentation du risque de
réactions indésirables, des critéres minimums dits criteres B doivent étre remplis.

Le test challenge ou d'évaluation de l'activité antimicrobienne est effectué sur les trois

formulations suivantes:

-Shampoing + extrait naturel+ EDTA,
-Shampoing + extrait naturel,
-Shampoing + EDTA

4.1. Extrait acétate d'éthyle des racines de  Fredolia aretioides
Les résultats du test d'évaluation de l'activité antimicrobienne (Test challenge) de
I'extrait acétate d'éthyle des racines de Fredolia aretioides sont présentés dans le
tableau N°31 .

Le test de challenge effectué dans la formulation du shampoing conservé avec
I'extrait acétate d'éthyle des racines de Fredolia aretioides a 1% satisfait le critere B
de la pharmacopée européenne pour les souches bactériennes (réduction de
l'inoculum bactérien d'un facteur de 10% au 14°™m® jour de défi, sans augmentation au

28°™ jour).

En ce qui concerne la souche de levure et de champignon, a la concentration

d'extrait choisie linoculum est réduit d'un facteur de 10° dés le 14°™ jour sans

augmentation au 28°™ jour et satisfait donc le critére A.

Le contrble composé de shampoing conservé avec EDTA satisfait le critere B.
Le contréle négatif (shampoing sans conservateur) s'est avéré un bon substrat pour
8éme

la multiplication des bactéries a Gram négatif au 2 jour et un biocide pour les

bactéries a Gram positif et les levures dont le nombre est réduit progressivement.

En revanche, cet effet antimicrobien, était plus lent et moins sévére que celui
observé dans le shampoing conservé avec I'extrait acétate d'éthyle de
Fredolia aretioides+EDTA.
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Tableau N°31: Propriétés de conservation du shampoing par I'ext rait acétate

d'éthyle des racines de Fredolia aretioides : test de challenge.

Shampoing (Jour) (Log UFC g ™)

0 2 7 14 28
Escherichia coli ATCC 25933
Extrait Acétate d'éthyle 6,2 55 4,3 3,3 3,6
Extrait Acétate d'éthyle + EDTA 6,2 4,1 3,4 3,4 2,9
Controle EDTA 6,2 4,6 3,6 3,2 2,2
Controle 6,2 6,7 7,0 7,4 7,5
Staphylococcus aureus ATCC 25923
_ 6,0 53 4,5 3,0 2,8
Extrait Acétate d'éthyle
6,0 4,4 3,2 2,6 2,3
Extrait Acétate d'éthyle + EDTA
6,0 4,4 3,8 2,7 2,2
Controle EDTA
6,0 7,4 7,9 8,0 8,6
Controle
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
_ 6,3 57 4,5 3,1 3,5
Extrait Acétate d'éthyle
_ 6,3 4,9 3,8 2,9 2,8
Extrait Acétate d'éthyle + EDTA
6,3 4,8 3,9 3,2 2,0
Controle EDTA
6,3 8,2 8,7 8,8 8,8
Controle
Candida albicans IP 444
_ 6,0 52 4,5 3,2 3,9
Extrait Acétate d'éthyle
_ 6,0 4,8 3,6 2,9 2,6
Extrait Acétate d'éthyle + EDTA
6,0 4,6 3,7 3,1 2,6
Controle EDTA
R 6,0 7,9 7,6 6,5 6,4
Contréle
Aspergillus flavus  MNHN 994294,
Extrait Acétate d'éthyle 5,7 5,0 4,0 3,7 2,8
Extrait Acétate d'éthyle + EDTA 5,7 4,6 3,6 3,0 2,8
Controle EDTA 5,7 4,8 3,2 3,0 2,8
Contréle 5,7 5,4 6,4 6,2 6,2
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4.2. Extraits n-butanol et acétate d'éthyle desrac  ines d' Echium vulgare
Les résultats des propriétés de conservation des extraits n-butanol et acétate d'éthyle
des racines d’Echium vulgare dans le shampoing sont présentés dans le
tableau N°32.
Escherichia coli
Les résultats obtenus pour la souche Escherichia coli, montrent que les deux
préparations (Extrait et Extrait+EDTA) répondent aux criteres A de la pharmacopée
européenne. Un effet bactéricide permanent est atteint lors du deuxieme jour suivant
I'inoculation. Cependant, 'EDTA s'est une fois de plus avéré hostile a la survie
bactérienne, comme il a aussi entrainé un effet bactéricide 14 jours apres la
contamination artificielle (Criteres B).
Staphylococcus aureus
Dans le cas de la formulation du shampoing conservé avec les extraits n-butanol et
acétate d'ethyle d'Echium vulgare, la population microbienne est progressivement
éliminée des la premiére semaine (Critere A). Cependant, cet effet antibactérien a été
plus lent et relativement moins sévére que celui observé dans le shampoing qui
contient l'extrait+EDTA. L'addition du conservateur est impérative dans cette
formulation puisque nous remarquons une multiplication progressive de la souche
Staphylococcus aureus pendant les 28 jours de suivi (Contrble négatif).
Pseudomonas aeruginosa
Comme le micro-organisme précédent, le shampoing conservé avec I'extrait n butanol
et I'extrait acétate d'éthyle a montré une action antimicrobienne qui satisfait le critére
A. Cependant, une fois de plus l'activité antibactérienne résultante de la présence de
I'extrait (n-butanol ou acétate d'éthyle) +EDTA dans la formulation du produit était plus
directe et plus sévere. Le shampoing (contrble négatif) a permis la prolifération de
cette souche. Ceci a été démontré par un nombre microbien accru dans le produit.
D'autre part, I'EDTA a montré une activité bactéricide persistante envers
Pseudomonas aeruginosa aprés le 14°™ jour remplissant ainsi le critére B.
Aspergillus Niger et Candida albicans:
Une semaine apres l'inoculation des trois formulations du shampoing, une diminution
remarquable du nombre d'UFC est notée remplissant ainsi les exigences du critéere A
(A savoir réduction d'un facteur de 10° au 14°™ jour du test sans aucune

augmentation au 28°™ jour).
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Tableau N°32 : Propriétés de conservation du shampoing par I'extra it n-butanol et

I'extrait acétate d'éthyle des racines d' Echium vulgare : test de challenge

Shampoing (Jour) (Log UFC g ™)

0 2 7 14 28
Escherichia coli ATCC 25933
Extrait n-butanol 6,2 42 3,0 2,9 2,0
Extrait n-butanol + EDTA 6,2 3,6 2,4 2,4 1,9
Extrait Acétate d'éthyle 6,2 4.3 3,2 2,9 2,2
Extrait Acétate d'éthyle + EDTA 6,2 4,0 3,1 2,6 19
Contrdle EDTA 6,2 4,6 3,6 3,2 2,2
Controle 6,2 6,7 7,0 7,4 7,5
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Extrait n-butanol 6,0 41 3,1 2,9 2,4
Extrait n-butanol + EDTA 6,0 3,4 2,5 2,3 2,0
Extrait Acétate d'éthyle 6,0 4,1 3,1 2,8 2,1
Extrait Acétate d'éthyle + EDTA 6,0 4,0 3,0 2,4 1,6
Contrdle EDTA 6,0 4.4 3,8 2,7 2,2
Controle 6,0 7,4 7,9 8,0 8,6
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Extrait n-butanol 6,3 43 3,2 2,5 2,1
Extrait n-butanol + EDTA 6,3 3,5 2,3 2,0 1,5
Extrait Acétate d'éthyle 6,3 4,4 3,3 2,9 2,3
Extrait Acétate d'éthyle + EDTA 6,3 4,0 3,0 2,6 1,8
Contrdle EDTA 6,3 4,8 3,9 3,2 2,0
Controle 6,3 8,2 8,7 8,8 8,8
Candida albicans IP 444
Extrait n-butanol 6,0 43 3,9 3,1 2,7
Extrait n-butanol + EDTA 6,0 3,8 3,0 2,5 1,6
Extrait Acétate d'éthyle 6,0 4,8 3,9 3,5 2,9
Extrait Acétate d'éthyle + EDTA 6,0 4,0 3,2 2,8 2,0
Contrdle EDTA 6,0 4,6 3,7 3,3 2,6
Contrdle 6,0 7,9 7,6 6,5 6,4
Aspergillus flavus MNHN 994294,
Extrait n-butanol 5,7 4,2 3,3 3,0 2,5
Extrait n-butanol + EDTA 5,7 3,4 2,8 2,0 1,3
Extrait Acétate d'éthyle 5,7 4,9 3,7 3,4 2,9
Extrait Acétate d'éthyle + EDTA 5,7 4,2 3,0 2,3 1,6
Contrdle EDTA 5,7 4.8 3,2 3,0 2,8
Contrdle 5,7 5,4 6,4 6,2 6,2

82



Troisiéme partie Résultats et interprétation

5. Evaluation de l'activité hémolytique des extrait s des plantes vis-a-vis des
globules rouges humains

Dans cette partie, nous avons testé uniquement les extraits qui ont montré les CMI
et les ICs5 les plus intéressantes. La cytotoxicité est suivie par la fuite de
I'hémoglobine intracellulaire des globules rouges humains (modéle universel de
cellules animales). Le taux d’hémoglobine dans le milieu extracellulaire additionné de
différentes concentrations de [I'extrait acétate d'éthyle des racines de
Fredolia aretioides, l'extrait n-butanol et I'extrait acétate d'éthyle des racines
d'Echium vulgare est mesuré par lecture de la densité optique a une longueur d'onde
de 548nm.

La cinétique de la fuite d'hémoglobine est suivie a 37°C pendant 90 minutes sous

agitation continue a 130 tours/minute.

Les résultats relatifs aux taux d’hémolyse induit par les différentes concentrations de
la fraction acétate d’éthyle des racines de Fredolia aretioides allant de 1 a 8,5 mg/mL

vis-a-vis des globules rouges sont présentés sur la figure N°21 (A).

Nous constatons que la fuite de I'hémoglobine intracellulaire dépend de la
concentration finale de l'extrait testé. En effet, le taux d'hémolyse varie de 35% a
45%, lorsque la concentration finale de I'extrait acétate d'éthyle passe de 4,25 a
8,5 mg/mL. En revanche, aucune lyse des globules rouges n'est observée en
présence de l'extrait acétate d'ethyle a une concentration finale de 1 mg/mL jusqu'a
90 minutes d'incubation. Il est important de signaler que le DMSO n'a aucun effet sur
les globules rouges humains.

En ce qui concerne l'effet de [I'extrait de l'acétate d'éthyle des racines d'Echium
vulgare sur la fuite de I'hémoglobine des globules rouges, les résultats sont

présentés sur la figure N°21 (B).

A une concentration finale de 3,3 mg/mL, la fuite de I'hémoglobine est maximale et
atteint 25%. En revanche, aucune lyse n'est observée pour des concentrations
finales équivalentes a 0,825 et 1,65 mg/mL. Ces concentrations correspondent aux

CMI de cet extrait vis-a-vis des levures et des bactéries testées
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Nous avons testé également la cytotoxicité de I'extrait n-butanol des racines

d'Echium vulgare qui a montré une activité antimicrobienne trés intéressante.
Les résultats obtenus sont présentés sur la figure N°21 (C).

Nous remarquons que cet extrait est moins toxique que les deux précédents.
L'hémolyse maximale estimée a 18% est atteinte avec une concentration finale de
5 mg/mL. Pour une concentration finale de 0,625 mg/mL, les globules rouges

gardent la totalité de leur contenu en hémoglobine.
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Figure N°21 : Effets des extraits des plantes solubilisés dans le DMSO sur la fuite

de I'hémoglobine intracellulaire chez les globules rouges humains.

A: Taux d’hémolyse induit par la fraction acétate d’éthyle des racines de Fredolia aretioides.
B: Taux d’hémolyse induit par la fraction acétate d’éthyle des racines d'Echium vulgare.

C: Taux d’hémolyse induit par la fraction n-butanol des racines d'Echium vulgare.
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L'ouest Algérien possede une flore riche et peu valorisée. Les espaces qui abritent
cette végétation riche et diversifiée ont tendance a régresser. Parmi cette végétation
qui se raréfie, on trouve les plantes médicinales traditionnellement utilisées par nos

ancétres a des fins thérapeutiques.

Un des axes de recherche développé par le laboratoire LapSab consiste a valoriser
les plantes de la région d’'un point de vue de leur potentiel chimique et biologique.

Notre travail est une contribution a I'étude des activités biologiques et de la
phytochimie de la poudre des parties aériennes et des racines de Fredolia aretioides
et d’Echium vulgare.

Ces plantes sont choisies sur la base de témoignages recueillis auprés des

populations et des tradithérapeutes des régions de Bechar et de Tlemcen.

Dans la premiere partie de notre travail, nous avons effectué une étude
ethnobotanique qui a montré que la fréquence d'utilisation de ces deux plantes,
est trés liée au profil des personnes enquétées. Ainsi, les jeunes, comparés aux
personnes agees, ne connaissent genéralement pas les noms ni l'utilité des especes
végétales. Les femmes et les hommes ont un savoir médicinal partagé, avec une
légére différence de pourcentage d'utilisation des plantes médicinales entre les deux
sexes, avec un avantage allant aux femmes. Ceci peut étre expliqué par I'utilisation
des plantes médicinales par les femmes dans d’autres domaines que la thérapie et
par leur responsabilité en tant que meres. Ce sont elles qui donnent les premiers

soins en particulier pour leurs enfants.

Les résultats de cette étude ont montré que Fredolia aretioides est tres utilisée dans
les maladies de I'appareil digestif, comme antidote au poison et hypoglycémiante.
Quand a Echium vulgare cueillie dans la région de Tlemcen, elle est utilisée
principalement dans le traitement des rhumes, des fiévres, de la cicatrisation des
plaies et des inflammations. Ceci explique I'utilisation tres intense de ces plantes qui

sont connues par leurs effets phytothérapeutiques multiples.
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La décoction ou l'infusion sont souvent les méthodes de préparation de ces deux
plantes médicinales et qui sont les plus utilisées en littérature. Dans de trés rares
cas, d'autres méthodes de préparation et d'utilisation ont été enregistrées comme
des applications directes du matériel végétal en poudre ou sous la forme d'inhalation
de vapeurs [(Aburjai et coll., 2007) ; (Al-Qura'n, 2009)].

Dans la deuxiéme partie de notre travail, les tests phytochimiques effectués sur les
extraits aqueux, ethanolique et éther diéthylique des deux plantes, ont révélé une
forte présence dans l'extrait aqueux des tanins galliques et des saponosides pour
Fredolia aretioides et des tanins cathéchiques et des flavonoides pour
Echium vulgare. En revanche, nous assistons a la présence des alcaloides, des
quinones et des composeés réducteurs dans l'extrait aqueux et ethanolique des deux

plantes.

Nos résultats vont dans le méme sens que ceux de Tomas et ses collaborateurs

(1986), qui ont mis en évidence la présence des flavonoides et des naphtoquinones
dans les extraits bruts d’Echium vulgare ainsi que ceux d'El-Shazly et coll., (1999),
qui ont montré que Echium vulgare contient des alcaloides, essentiellement des

alcaloides hépatotoxiques de pyrrolizidine.

De méme, en 2012 Chaouche a montré que Echium pycnanthum, une autre espéece

d’Echium, est riche en tanins et en flavonoides.

Il est important de noter que les tanins sont des substances reconnues pour leurs
propriétés antioxydantes, leurs effets antiseptiques et leurs propriétés de
renouvellement des tissus ce qui pourrait expliquer l'utilisation traditionnelle des
feuilles et des racines de la plante Echium vulgare dans le traitement des plaies, des

furoncles et des abces (Bruneton, 2009).

De plus, les composés phénoliques, représentés majoritairement par les tanins et les
flavonoides, suscitent actuellement un grand intérét scientifique, car ils sont
considérés comme de puissants antioxydants, antibactériens, antifongiques et
antiviraux (Chen et coll., 2008). De ce fait, il nous a semblé intéressant de les

quantifier dans I'extrait hydro-méthanolique de nos deux plantes.
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Les extraits des racines renferment des teneurs en polyphenols plus élevées que les
parties aériennes des deux plantes soit 971,05 mg EAG/100g pour
Fredolia aretioides et 1159 mg EAG/100g pour Echium vulgare, contre 741,8 mg
EAG/100g dans Echium vulgare et 764,54 + 0.55 mg EAG/100g dans

Fredolia aretioides.

Il est important de noter que ces teneurs restent supérieures a celles rapportées
dans la littérature [(Conforti , et coll., 2009) ; (Rached et coll., 2010)] ce qui
confirme la richesse de Fredolia aretioides en polyphénols. Ceci est probablement di
a la période de récolte. En effet, cette derniere est récoltée au mois de décembre ce
qui correspond a la période de floraison contrairement a leurs plantes récoltées au
mois de juin.

Les résultats relatifs aux flavonoides montrent que les racines contiennent des
teneurs nettement supérieures a la partie aérienne d'Echium vulgare avec des
teneurs respectives de 120 mg EC/g.MS et 33,35 mg EC/g MS.

Nous avons également déterminé in vitro I'activité antimicrobienne des extraits des
feuilles, tiges et racines d’Echium vulgare et de Fredolia aretioides vis-a-vis de neufs

souches bactériennes, deux levures et un champignon.

Il ressort de cette étude que les extraits testés présentent des niveaux d’activités
variables en fonction des germes étudiés. Les extraits spécifiques des flavonoides
de la fraction acétate d’éthyle et n-butanol des racines d'Echium vulgare présentent
des CMI intéressantes vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa, Escherchia coli
et Klebsiella pneumoniae respectivement 0,75; 0,85 et 0,95 mg/mL.

Ces deux extraits se sont montrés les plus actifs de tous les extraits testes.

Quant aux extraits des feuilles et des tiges, seuls les extraits eau/méthanol et
n-butanol présentent les meilleures CMI vis-a-vis d'Escherichia coli (2 mg/mL) et de

Staphylocoques aureus (mrsa) (0,98 mg/mL).

Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par I'équipe de Kuruuzum (2004)
dont les travaux ont porté sur la méme plante et ou les CMI dépassent 1mg/mL

vis-a-vis d’Escherichia coli et Staphylococcus aureus.
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L'évaluation de l'activité antibactérienne révéle un bon pouvoir antibactérien des
deux fractions des tanins des racines de Fredolia aretioides aussi bien envers les
bactéries a Gram positif que sur les bactéries a Gram négatif. Ces résultats sont en
accord avec ceux de Cowan (1999) qui a montré que l'activité antibactérienne est

due essentiellement aux tanins.

L’évaluation de l'activité antifongique des extraits butanoliques des feuilles+tiges et
des racines d'Echium vulgare révele une bonne activité antifongique vis-a-vis
d’Aspergillus flavus et de Candida albicans IP 444. De méme, l'extrait acétate
d'éthyle des racines de la plante Fredolia aretioides a présenté une bonne activité
antifongique vis-a-vis des deux souches de Candida albicans.

Ces résultats vont dans le méme sens que ceux d'Adel et coll., (1996),
Boullard (2001) et Bidarigh et coll., (2010) qui ont montré que des extraits
alcooligues possédent une bonne activité antifongique vis-a-vis de plusieurs souches
de Candida albicans. Cette activité serait due a la présence des saponosides,

des alcaloides, des composés quinoniques et des tanins (Bidarigh et coll ., 2010).

Le mécanisme des effets antimicrobiens des polyphénols est sans doute tres
complexe. Parmi les hypotheses avancées, nous pouvons citer linhibition des
enzymes extracellulaires microbiens, le blocage de substrat nécessaire a la
croissance microbienne ou la chélatation de métaux tels que le fer et l'inhibition de
métabolisme microbien (Milane, 2004).

Concernant l'activité antioxydante des deux plantes, les résultats obtenus avec le
test de DPPH montrent que I'extrait brut aqueux et la fraction acétate d'éthyle des
tanins des feuilles de Fredolia aretioides ont les valeurs d’ICso les plus faibles
(0,37 mg/mL et 0,53 mg/mL respectivement) ce qui se traduit par une bonne activité
antioxydante. La comparaison de ces valeurs avec celles des antioxydants
standards, montrent que les deux extraits sont plus actifs que I'Hydroxytoluene butylé
(BHT).

Ces résultats confirment que les différentes parties de Fredolia aretioides présentent
une aptitude a piéger le radical DPPH et donc un potentiel antioxydant trés

intéressant.
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La deuxiéeme méthode utilisée au cours de notre travail pour évaluer l'activité
antioxydante est la technique de réduction du fer FRAP, qui constitue un indicateur
significatif du pouvoir antioxydant des plantes (Li et coll., 2008). Les résultats
obtenus montrent que la capacité réductrice de I'extrait aqueux et les deux fractions
des flavonoides des racines d'Echium vulgare est la plus élevée a la concentration

de 3 mg/mL.

Des travaux antérieurs ont montré qu’il existe une corrélation tres significative entre
la teneur en polyphénols (polyphénols totaux, flavonoides et tannins condensés) et
lactivité de piégeage des radicaux DPPH de [lextrait méthanolique de

Cynara cardunculus une plante de la famille des astéracées (Falleh et coll., 2008).

D'autres études réalisées par Rached et coll., (2010) ont montré que parmi les
plantes indigénes Algériennes étudiées, l'extrait aqueux des racines de
Fredolia aretioides présente une bonne activité antioxydante avec un taux élevé en

polyphenols.

Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés dans la littérature et qui montrent
gu’Echium vulgare et Fredolia aretioides possédent un potentiel antioxydant tres
important. En effet ces deux plantes sont riches en tanins et polyphénols et donc
leurs capacités a piéger les radicaux DPPH sont élevées.

Le pouvoir réducteur des espéces Echium vulgare et Fredolia aretioides est
probablement di a la présence de groupement hydroxyle dans les composés
phénoliques qui peuvent servir comme donneurs d’électrons. Par conséquent, les
antioxydants sont considérés comme des réducteurs des oxydants
(Siddhuraju et Becker, 2007).

Les conservateurs sont des produits chimiques ajoutés aux produits cosmétiques
pour les protéger contre toutes contaminations microbiennes qui se produisent a
partir de matiéres premieres, lors de la fabrication ou pendant leurs usages par les

consommateurs.

Dans notre travail nous avons examiné l'efficacité de conservation des extraits des
racines de Fredolia aretioides et d'Echium vulgare dans trois types de formulations

de shampoing.
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L'incorporation de I'extrait n-butanol ou de l'extrait acétate d'éthyle des racines
d'Echium vulgare a une concentration finale de 1% dans nos formulations de
shampoing a induit une réduction des inocula. Il est important de noter que les
shampoings ainsi préparés sont conserves contre la prolifération des bactéries et des

levures et répondent par conséquent, au critere A de la pharmacopée européenne.

Les résultats de I'essai du test challenge de I'extrait acétate d'éthyle des racines de
Fredolia aretioides a la concentration de 1% dans les trois formulations de
shampoing ont montré une bonne activité antifongique. Cependant la concentration
de l'extrait est insuffisante pour réduire l'inoculum des bactéries, tel que requis par le
critere A de la Pharmacopée Européenne, mais satisfait tout de méme le critere B.
Au contraire, comme pour les bactéries et les levures, le shampoing sans

conservateur était un bon substrat de croissance.

De nombreuses publications ont rapporté l'effet synergique de I'EDTA avec des
conservateurs synthétigues ou naturels (Petersen, 2002). C'est pourquoi, nous

avons jugé utile d'introduire I'EDTA dans nos formulations de shampoing.

Les résultats que nous avons obtenus ont montré que cet agent chélateur utilisé a
une concentration finale de 1%, améliore nettement le pouvoir conservateur des
7éme

deux extraits testés. La réduction des inocula est estimée & 10° au jour du test

sans aucune augmentation au 14°™ et 28°™ jours pour les bactéries et & 10? au
8éme

14°™ jour du test sans aucune augmentation au 2 jour pour les levures.

En effet, 'TEDTA est un agent chélatant qui bloque le métabolisme et la croissance
microbienne. Ainsi, il peut étre un ingrédient important dans l'amélioration de
I'efficacité des conservateurs pour le contréle des bactéries Gram négatives qui sont
connues pour avoir une meilleure résistance aux agents antimicrobiens. Toutefois,

en raison de sa biodégradation lente, l'utilisation de 'EDTA est a I'étude.

Ces résultats obtenus peuvent aider davantage a comprendre et a développer des
composés antimicrobiens et antioxydants. Les études de la cytotoxicité confirment

I'intérét biologique probable de ces extraits.
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En considérant l'utilisation de ces plantes en médecine traditionnelle, I'étude des
proprietés d'hémolyse de leurs extraits doit étre réalisée, compte tenu de la
sensibilité de [I'étre humain a [I'hémolyse induite par certaines substances
(Devecioglu et coll ., 2001). Dans ce sens, la FDA (Food and Drug Administration)
recommande d’évaluer les seuils hémolytiques potentiels des composés administrés
dans le corps humain ou dans un produit alimentaire ou cosmétique (FDA, 2005).
L'activité hémolytigue des extraits de nos plantes peut étre un inconvénient grave

pour la poursuite du développement pharmaceutique et cosmétique de ces extraits.

Les résultats obtenus a l'issu de I'évaluation de l'activité hémolytique des extraits ont
montré qu'aucune lyse n'est observée pour I'extrait d'acétate d'éthyle des racines
d'Echium vulgare a des concentrations finales équivalentes a 0,825 et 1,65 mg/mL

et pour I'extrait n-butanol a la concentration 0,625 mg/mL.
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Au terme de ce travail visant a étudier les activités antimicrobiennes et antioxydantes
des extraits de Fredolia aretioides et d'Echium vulgare, et de les utiliser pour la
conservation des produits cosmétiques, il ressort que ces plantes possedent des

vertus pouvant justifier leur utilisation en médecine traditionnelle.

Cette étude nous a permis de mettre en évidence la présence de nombreux
composés tels que les tanins, les coumarines, les flavonoides, les alcaloides,

les saponosides, les stérols et les triterpenes.

L’analyse quantitative de [I'extrait hydro-alcoolique par dosage des polyphenols
totaux, des flavonoides et des tanins a révélé des teneurs importantes variant d'une

partie de la plante a l'autre.

Par ailleurs, certains extraits possedent une activité antioxydante importante in vitro.
lls ont montré une inhibition tres importante du radical DPPH, et un puissant pouvoir
réducteur. L'activité antimicrobienne des différents extraits est testée vis-a-vis de
neufs souches de références par la méthode de diffusion sur gélose et la

détermination des concentrations minimales inhibitrices.

L'extrait acétate d'éthyle des racines de Fredolia aretioides, I'extrait n-butanol et
acétate d'éthyle des racines d'Echium vulgare sont sélectionnés pour I'évaluation de
leur capacité a conserver le produit cosmétique formulé. Dans le cas de la
formulation du shampoing conserveé avec les extraits n-butanol et acétate d'éthyle de
Echium vulgare, la population microbienne est progressivement éliminée dés la
premiére semaine (Critere A). De plus, ces deux extraits n'ont induit aucune fuite de
I'hémoglobine intracellulaire chez les globules rouges humains jusqu'a 90 minutes

d'incubation a 37°C sous agitation continue.

Perspectives

Pour compléter cette étude, il serait intéressant de :

-Caractériser et isoler les principes actifs responsables de ces proprietés
pharmacologiques;

-Etudier la cytotoxicité des métabolites afin de confirmer ou d'infirmer les activités

attribuées a ces plantes;
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-Evaluer I'activité antioxydante et antimicrobienne in vitro sur des cultures cellulaires
de cellules isolées de I'organisme pour confirmer les résultats obtenus;

-Elargir le panel des activités antioxydantes in vitro et in vivo et pourquoi pas d’autres
tests biologiques : antidiabétique, anticancéreuse et anti-inflammatoire ; Ces activités
biologiques répondent aux usages majeurs des plantes selon les résultats de

'enquéte ethnobotanique.
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Annexes N°01: Questionnaire

- ldentification:

N s
NOM: .o Prénom ..o Sexe
AQel. Niveau de scolarisation :..................\Wilaya:,,,,,,,,yyecee-e-.

- Quel est le nom local d'Echium vulgare ou de Fredolia aretioides?

- Utilise-t-on cette plante pour se soigner?

- Quelles sont les maladies soignées par cette plante?

- Quelles parties (feuilles, tiges, racines, fleurs) de cette plante sont-elles utilisées

dans le traitement des maladies?

- Comment prépare-t-on cette plante?

- Utilise-t-on cette plante a I'état frais ou sec?

- Quelle gquantité de plante doit-on préparer et dans quelle quantité d'eau. S'agit-il

d'une décoction, d'une infusion, d'une macération ou autres?
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Annexes N°02: Réactifs de caractérisation

- Alcaloides
a) Réactif de Mayer

Dissoudre 1,358 g de HgCI2 dans 60 mL d’eau. Dissoudre 5 g de Kl dans 10 mL
d’eau. Mélanger les deux solutions puis ajuster le volume total a 100 mL d’eau. Les
alcaloides donnent avec ce réactif un trouble ou un précipité blanc.

b) Réactif de Wagner

Dissoudre 2 g de Kl et 1,27 g d'l, dans 75 mL d’eau. Ajuster le volume total & 100 mL
d’eau. Les alcaloides donnent avec ce réactif un précipité brun.

- Stéroides, hétérosides stéroidiques et triterpéni  ques

. Réaction de Liebermann Burchardt
Mélanger 5 mL de solution a tester avec 5 mL d’anhydride acétique et quelques
gouttes d’acide sulfurique concentré. Agiter et laisser la solution reposer 30 minutes
a 21°C. Les stéroides donnent avec cette réaction une coloration violacée fugace
virant au vert. D’autre part, cette réaction donne avec les hétérosides stéroidiques et

triterpéniques respectivement des colorations verte - bleue et verte - violette.
- Quinones

* Réaction de Borntrager
En milieu alcalin aqueux, ces composés donnent a la solution une teinte vive variant,
selon la structure et les substituants de la quinone, de l'orangée - rouge au violet

pourpre plus ou moins violacé.
- Composés réducteurs

. a) La liqueur de Fehling est un mélange de deux solutions:
Fehling A : dissoudre 3,5 g de CuS0O,4.5H,0 dans 50 mL d’eau distillée.
Fehling B : dissoudre 6,5 g de NaOH, 17,3 g de tartrate de sodium et potassium
dans 35 mL d'eau distillée puis compléter le volume a 50 mL. Les composes

réducteurs donnent avec le réactif de Fehling un précipité rouge brique.
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Annexe N°03: Milieux de culture

* Bouillon Nutritif (Fluka, BioChemika)

Formule en g/L

Extrait de viande 3,0
Peptone 5,0
Chlorure de sodium 5,0
Eau Distillee gsp 1L

pH= 7,2 (x0,2) 4 37°C

Suspendre 13g de la poudre dans un litre d'eau distillée, ensuite stériliser par

autoclavage a 121°C pendant 15 min.

» Gélose Nutritive (GN, Fluka, BioChemika)

Formule en g/L

Extrait de viande de boeuf 1,0
Extrait de levure 2,0
Peptone 5,0
Chlorure de sodium 50
Agar 15,0
Eau Distillee gsp 1L

pH=7,2 (£0,2) a 37°C
Suspendre 28 g de la poudre dans un litre d’eau distillée ensuite chauffer sous agitation

jusqu’a ébullition pour la dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage a 121°C

pendant 15 min.
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» Gélose Mueller Hinton (Fluka BioChemika)

Formule en g/L

Infusion de viande de boeuf 4,0
Hydrolysat de caséine 17,5
Amidon 1,5
Agar 15,0
Eau Distillee gsp 1L

pH= 7,4 (£0,2) a 37°C.
Suspendre 389 de la poudre dans un litre d’eau distillée ensuite chauffer sous agitation

jusqu’a ébullition pour la dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage a 121°C
pendant 15 min.

* Bouillon Mueller Hinton (Fluka BioChemika)

Formule en g/L

Hydrolysat de caséine 17,5
Infusion de viande de boeuf 4,0
Amidon 1,5
Eau Distillee gsp 1L

pH= 7,4 (x0,2) & 37°C.

Suspendre 23 g de la poudre dans un litre d'eau distillée, ensuite stériliser par

autoclavage a 121°C pendant 15 min.
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* Bouillon Sabouraud

Formule en g/L

Peptone pepsique 10
Glucose 20
Eau Distillee gsp 1L

pH= 5,8 (0,2) & 37°C.

Suspendre 30 g de la poudre dans un litre d’eau distillée, chauffer si c’est nécessaire

pour la dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage a 121°C pendant 15 min.

» Gélose Sabouraud

Formule en g/L

Peptone pepsique 10
Glucose 20
Agar 15
Eau Distillee gsp 1L

pH=5,8 (£0,2) a 37°C.
Suspendre 45 g de la poudre dans un litre d’eau distillée ensuite chauffer sous agitation

jusqu’a ébullition pour la dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage a 121°C

pendant 15 min.
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Résume

Notre travail consiste dans un premier temps aseraline étude phytochimique et a extraire desip@s actifs a partir de plantes locales
connues par leurs activités antibactériennes, angfiffues et antioxydantes (enquéte ethnobotanidRez)s un deuxiéme temps, nous
avons évalué I'efficacité de nos extraits danleservation du produit cosmétique formulé.

L’étude phytochimique a permis de mettre en éviddrexistence de différentes familles de compodémicues dans les racines, les
feuilles et les tiges des deux plantes étudiéesddsage des phénols totaux, des flavonoides etadas s'est révélé variable entre les
différentes parties des plantes.

Les extractions des extraits bruts, des flavonoédetes tanins a partir des deux parties des plateété effectuées par des méthodes
d'extractions par des solvants spécifiques pouruaxtrait. Les rendements sont plus importants des racines par rapport aux
feuilles-tiges pour la plante saharienne et lereirg a été enregistré pour la plante cueillie lleroent.

L'étude de l'activité antimicrobienne de ces etdrair des souches bactériennes, des levuresmadidissure en utilisant la technique de
diffusion sur gélose et la détermination de la emti@tion minimale inhibitrice CMI, montre que leyvoir antimicrobien des fractions de
flavonoides et des tanins des racines, est plusriamt comparé a celui des autres extraits.

L'activité antioxydante des différents extraitsté évaluée par deux méthodes ; la réduction d(FRAP) et le piégeage du radical libre
DPPH. Les extraits contenant les composés phémsigassedent un bon pouvoir antioxydant.

Notre présente étude a examiné I'efficacité deervation de certains extraits de plantes dans typis de formulations de shampoing. Il
a été démontré une importante activité des dewriextle flavonoidesdes racines Hthium vulgare a une concentration de 1% dans la
formulation de shampooing sur la réduction des uhons microbiens. D'une part, le shampooing a ndontrte bonne efficacité de
préservation contre les bactéries trés persistaniedes contaminants typiques de l'eau, qui pamtares facilement contaminer le
shampooing, et d'autre part, ces extraits seulsnooombinaison avec 'EDTA ont satisfait le critérele la pharmacopée européenne.
L'évaluation de la cytotoxicité des extraits lesspactifs a montré que l'extrait n-butanol et ageéttéthyle des racinesEghium vulgare
qui présentent une activité antimicrobienne tré&r@ssante ne provoque aucune lyse vis-a-vis desilgk rouges humains.

Mots clés :Extraits végétauxiViétabolites secondaire, Activité antibactériennetivité antifongique, Activité antioxydante, Shanmm
Conservateurs, toxicité.

Abstract

Our works initially consists in making to a phytechical study and extract the active ingredientsnfiocal plants known by their
antibacterial, antifungal and antioxidant actisti@thnobotanical investigation). In a second stepgevaluated the effectiveness of our
extracts in the conservation of the cosmetic prothrenulated.

Phytochemical studies highlight the existence €fedént families of chemical compounds in the rod¢sves and stems of two studied
plants. The determination of total phenols, tanaind flavonoids proved variable between the diffeparts of the plants.

Extractions of crude extracts, flavonoids and taarifom both parts of the plants were performednieyhods of extractions with specific
solvents for each extract. Yields are more impdriamoots compared to leaves + stems for Sahaeart pnd the opposite was recorded
for locally harvested plant.

The study of the antimicrobial activity of thesdragts on bacterial strains, yeasts and mold, shbatsthe antimicrobial capacity of the
flavonoids  and  tannins  fractions of the root is  enor important compared with  other  extracts.
The antioxidant activity of different extracts wegaluated by two methods, the reduction of iron (PRAnd trapping of free radical
DPPH. Extracts containing phenolic compounds fzageod antioxidant capacity.

Our present study examined the effectiveness o$erwation of some plant extracts in three typeshaimpoo formulations. It has been
demonstrated an important activity of both flavalsoiextracts ofEchium wulgare roots in a concentration of 1% in the shampoo
formulation on the reduction of the microbial inbous. First, the shampoo showed good preservaffizaey against bacteria or very
persistent typical contaminants of water that caadily contaminate the shampoo, and secondlye thesacts alone or in combination
with EDTA satisfied the criterion A of the EuropeBharmacopoeia.

The evaluation of the cytotoxicity of the most aetiextracts showed that the extract n-butanol dng acetate of the roots &chium
vulgare which present a very interesting antimicrobic dttidon't cause any lysis of human red globules.

Keywords: Plant extracts, Secondary metabolites, antibadtadtivity, antifungal activity, antioxidant aciy, shampoo, Preservative,
toxicity.

paidlal)
Dofishd sy yhall GLIKEY) e laae Wl
Gn) 3283 Bl Al 5 clyhill slaall adl jall dlaall hlis A peall dulaall ULl (e LS ezl oAk 5 Al AdleS et Gias 1 V)
G all (e Adlite cBlile o Al ALl o ladll i€ i) Jaeadll cilatie o Llial) 8 Usal clialitiall dllad apihy Liad ¢ 000 5 ghdll 3 | (<l g 551
Cill Ay paal) ol 2 Calide o Adline iy e Gl 3 5 Gadall s Y sl @ sene and Gl (s a WIS & il s 31,5V Dsdall & Al
Abe 300 Alpda 5zl A0l (3 Jleatinly QLA (5 3o BIS a Gaall 52y 53 8 ¢ alal) Clialiinal) 21 jat) ddee Ey jal
Adadl gl Al oS Ulaw 5 el 5 Lgmeall Al GLAL a0 el oS claliiudl o
&8 Ao OAS Loy 4l Bpaal ST ¢ iy g jSaall 8aline 508 agd sdall (aie 5 Culan 838 oF il ileadl s 3,0l Y e claliial sda Lol Al 0 elal
A il
3alme 5 508 L) A il il jall e 5 gia3 A cliliidl) | DPPH3_jall ) sdall Lasii 5 (FRAP) sl gla ) 48y jlay cilalaiual) 50,80 aliaal) Jaliall oyl
Adle 2 52
U Echium vulgare Zis 53l 3 i) cilealiiue il 8 5 saeldl) Gl 55 e g )l 8830 & gl cilealiivall (e Jlis dled Gasds Culd Ll
ey A cobaall A paill G glall ol bl Banad L Sl i Aladla sam Allad il B aalill Aals e il ySpall (e 2a) 8 sulil) Aelua b Lala Wi 106
A ¥ AU A el cilaliia) Al EDTAJ) g da s jee 5l bas 5 lalivival o2 o5 AT ali e ¢ saalill gl o Al seans
ALia DU 5 e iy sl abine Ll gl 3 Echium vulgare s sisd s J b s ¢ paliius of sl SSY1 claliiosall 4y slal Apand) oy jelal 5 culalSl)
il el el aall e S st Can W 43
e,uﬂ\ Adadlall o gall ¢ gaalill ¢ 3auSO aliaal) Jaliill ¢ culy jladll slaal) Il ¢ L el slcaal) Jabiil) ¢ dy gl S jall ¢ Al cbaldieal) (Aalidall cilalsl)



