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Résumé 

Notre étude surPituranthuscloranthus porte en premier lieu sur un screening 

phytochimique visant à caractériser les différentes familles de composés chimiques et en 

deuxième lieu l'évaluation des activités biologiques (antioxydantes et antimicrobienne) sur les 

parties aériennes de cette plante. 

Les tests phytochimiques nous ont permis de mettre en évidence la présence de sept 

familles chimiques: les flavonoides, les tannins,les tannins catéchiques les coumarines, les 

stérols et stéroides, les hétérosides et les saponosides. 

Le rendementde l'extrait méthanolique le plus élevé est de 11.07%, suivi de l'extrait 

aqueux 8.23%, la fraction méthanolique 7.68% et la fraction aqueuse 2.63%. 

Les teneurs en phénols totaux ont donné successivement 15.905 ± 2.38mg EAG/g de 

MS pour l'extrait méthanolique, la fraction aqueuse 12.58± 0.06mg EAG/g de MS, l'extrait 

brut aqueux 4.089 ±0.38 mg EAG/g de MS et la fraction méthaloniquel.137 ± 0.07 mg 

EAG/g de MS. 

Les propriétés antioxydantes des différents extraits de notre plante ont été évaluées par 

trois méthodes: la capacité antioxdantetotale (CAT),la réduction du fer (FRAP) et le piégeage 

du radical (DPPH). La meilleure CAT a été observée dans l'extrait méthanolique avec 10.32 

±0.73 EAAJg MS puis par ordre décroissant vient l'extrait aqueux de 7.16 ± 0.029 EAAIgMS, 

la fraction aqueuse4.497 ±0.13 EAAIgMS et la fraction méthanolique de 1.414 ±0.14 

EAAIgMS. 

Pour ce qui est du pouvoir réducteur (FRAP), c'est la fraction aqueuse qui a révélée 

un pouvoir modérée à réduire le fer avec un EC 5 0 de l'ordre de 0.83± 0.03 mg /ml. 

Par ailleurs, nous avons enregistré une certaine activité anti radicalaire classée par 

ordre décroissant il s'agit de la fraction aqueuse, extrait aqueux, extrait brut méthanolique 

avec des valeurs de EC 50 (mg/ml) 1.407 ± 0.054, 1.716 ± 0.001 etl.722 ± 0.062. 

Aucun pouvoir antimicrobien n'a été révélé de nos extraits à l'exception d'une très 

faible activité inhibitrice signalée vis-à-vis de la bactérie Gram positif Siaphylococcus 

aureusconcernant l'extrait brut méthanolique avec une zone d'inhibition de 7mm. 

Mots clés: Piluranthos chloranthus, étude phytochimique, composés phénoliques, activité 

antioxydante CAT, FRAP, DPPI-I, pouvoir antimicrobien 



Abstract 

Our study Fit uranthus cloranthus door first on a phytochemical screening to 

- characterize différent families of chemical compounds and secondly the evaluation of 

biological activities (antioxidant and antimicrobial) on the aerial parts of this plant. 

The phytochemical tests allowed us to highlight the presence of seven chemical families: 

flavonoids, tannins, coumarins catechin tannins, sterols and steroids, glycosides and saponins. 

The performance of the methanol extract the highest is 11.07%, followed by the aqueous 

extract 8.23%, the methanol fraction 7.68% and 2.63% aqueous fraction. 

- The contents of total phenols gave successively 15.905 ± EAG 2.38mg / g DM for the 

methanol extract, the aqueous fraction 12.58 ± 0.06 mg EAG I g DM, the aqueous crude 

extract EAG 4089 ± 0.38 mg / g DM and méthalonique fraction 1.137 ± 0.07 mg EAG / g 

DM. 

The antioxidant properties of différent extracts of our plant were evaluated by three methods: 

- the total capacity antioxdante (CAT), the reduction of iron (FRAP) and free radical 

scavenging activity (DPPH). The best CAT was observed in the methanol extract with 10.32 

± 0.73 EAA I g DM and descending is the aqueous extract of 7.16 ± 0.029 EAA / g DM, the 

aqueous fraction 4.497 ± 0.13 EAA / g DM and the fraction methanolic 1.414 ± 0.14 EAA / 

GMS. 

In terms of reducing power (FRAP) is the aqueous fraction revealed a moderate to reduce 

iron, with an EC50 of about 0.830 ± 0.03 mg / ml. 

Moreover, we bave seen some anti-radical activity listed in descending order, is the aqueous 

fraction, aqueous, methanolic crude extract with EC 50 values (mg / ml) 1.407± 0.054, 1.716 

± 0.001 and 1.722 ± 0.062. 

No antimicrobial capacity was found in our samples with the exception of a very weak 

inhibitory activity shown in the Gram positive bacterium Staphylococcus aureus on the 

methanolic crude extract. 

Keywords: Pituranthos cloranthus, phytochemical study, phenolic compounds, antioxidant 

activity CAT, FRAP, DPPH, antimicrobial activity. 
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Abréviations 

UV: ultraviolet 

ERO : espèces réactives de l'oxygène 

ATP : Adénosine triphosphate 

DPPH : 2,2-diphényl-1 -picrylhydrazyle 

FRAP : Ferricreducing/antioxidantpower(Capacités réductrices ferriques d'antioxydants) 

EAC : équivalent d'acide gallique 

EPY: équivalent en pyrogallol 

MS : matière sèche 

EC : équivalent de catéchine 

CAT : capacité antioxydante totale 

EAA: équivalents d'acide ascorbique 

EC50(1050): concentration inhibitrice à 50 % 

TECSØ : temps nécessaire pour aboutir la concentration EC50 

- 	P. : Pituranthos 

% : Pourcentage 

°C: Degré Celsius 

pi: Microlitre 

DMSO : Diméthyle Sulfoxyde 

Fe: 	Fer 

Fe2+: Ions ferreux 

Fe3+: Ions ferriques 

g: Gramme 

h: Heure 

I: Litre 

mg: Milligramme 

ml: Millilitre 

nm : Nanomètre 

PM : poids moléculaire. 

- 	V: Volume 

ATCC :American Type Culture Collection 
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Introduction générale 

Historiquement, les hommes ont toujours puisé dans la nature de quoi se nourrir, se 

vêtir et se soigner. L'utilisation des plantes est très ancienne et connait actuellement un 

regain d'intérêt auprès du public. Il est possible d'utiliser les plantes entières ou les produits 

d'extraction qu' elles fournissent(Chaabi, 2008). 

On a longtemps employé des remèdes traditionnels à base de plantes sans savoir à quoi étaient 

dues leurs actions bénéfiques. L'isolement de principes actifs datant du XIX eme  siècle, en 

améliorant la connaissance des structures, a fait progressivement se séparer et parfois 

s'opposer a une phytothérapie traditionnelle souvent empirique avec une thérapeutique 

officielle incluant les principes chimiques et végétaux dont la pharmacologie était mieux 

connue. Cette thérapeutique officielle accepte parfois avec une certaine méfiance l'emploi de 

végétaux ou d'extraits complexes de végétaux dont l'action est confirmée par l'usage sans 

être attribuée de façon certaine à une molécule type (Bahorun, 1997). 

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intérêts multiples mis à profit 

dans l'industrie : en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. Parmi ces 

composés on retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se sont surtout 

illustrés en thérapeutique. La Pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments 

d'origine végétale et la recherche trouve chez les plantes des molécules actives nouvelles, ou 

des matières premières pour la semi-synthèse (Bahorun,1997). 

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable des substances et 

composés naturels bioactifs. En effet, les métabolites secondaires font et restent l'objet de 

nombreuses recherches in vivo comme in vitro, notamment la recherche denouveaux 

constituants naturels tels que les composés phénoliques. 

Récemment le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques, et la toxicité 

des antioxydants synthétiques, a conduit à rechercher des substances naturelles dotées 

d'activités antimicrobiennes et antioxydantes. 

Les radicaux libres (RL) en général et les espèces réactives de l'oxygène (ROS) en particulier 

sont impliqués dans plusieurs pathologies humaines allant de l'inflammation au cancer tout en 

passant par les maladies cardio-vasculaires, l'arthrite rhumatoïde, le diabète et le processus 

d'apoptose ; en plus de leur action directe en réagissant avec la plupart des 

macromoléeules(Dj emai zoughlache,2009). 
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Introduction générale 

Notre laboratoire et particulièrement notre équipe s'intéresse à la phytochimie et aussi 

aux activités biologiques (antioxydante, antimicrobienne et anti-inflammatoire) des extraits 

végétaux de plante médicinales dans le but d'élargir les perspectives de valorisation de 

produits naturels (AtikBekkara et aI., 2008; Bendimered et ai., 2007; Benhamou et al., 

2008; Bekhechi et al., 2012 ; Belarbi et al., 2009). 

Déjà environ 170 000 molécules bioactives ont été identifiées à partir de plantes .Pourtant, 

moins de la moitié des plantes aujourd'hui ont été étudiées pour leurs propriétés 

thérapeutiques(Chaabi et a/.,2008). 

Dans ce contexte que s'inscrit ce présent travail de recherche, dont le but principal est 

d'étudier les activités antioxydantes et antiniicrobiennes des différents extraits bruts de 

Pituranthos Chloranthus (Coss et Dur) Benth et Houk. 

Notre travail est composé de trois parties: 

La première partie concerne la synthèse bibliographique contenant les chapitres suivants: 

#' Description de la plante : Pituranthos Chloranthus 

Généralités sur les métabolites primaires et secondaires 

> Les oxydants et les antioxydants 

La deuxième partie est consacrée pour la description des protocoles expérimentaux de: 

> tests phytochimiques 

dosagedes phénols totaux 

l'activité antioxydante 

L'activité antimicrobienne 

Dans la troisième partie nous allons essayer 	de discuter et interpréter les 

résultats. Et nous terminons le manuscrit par une conclusion générale. 
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Chapitre 1: Présentation de la plante 

1. Généralités 

La famille des Apiacées (anciennement Ombellifères), remarquable par son 

inflorescence en ombelle et par son caractère aromatique, a fourni un certain nombre 

d'espèces très connues utilisées dans l'alimentation comme condiments, épices ou légumes. 

Elles sont aussi traditionnellement utilisées en médecine, leurs intérêts reposant sur la 

présence d'huiles essentielles aux propriétés principalement carminatives et antioxydantes. 

Leurs études chimiques et pharmacologiques ont confirmé les utilisations ancestrales et mis 

en évidence leurs nombreuses vertus bénéfiques pour la santé. Les Ombellifères sahariennes 

sont différentes les unes des autres et leurdétermi nation n'offre pas de grandes difficultés. 

Exclusivement, la distinction entre lesespèces de Piluranthos est souvent difficile (Ozenda, 

1958). 

En effet, elles ne se distinguent les unes des autres que par la couleur des fleurs et la taille de 

leur pédoncule(Haba,2002). 

Le genre Pituranthos possède plus de vingt espèces, dont certaines sontspécifiques à l'Afrique 

du nord (Quezel etSanta,1962; Quezel etSanta,1963) et sont souvent rencontrées dans 

lesrégions arides ou désertiques. 

Pituranthos chloranthus(Coss et Dur) Benth et Houk,qui fait l'objet de notre travail est une 

espèce particulièrementmoins présente que Pituranthos scoparius qui estplus abondante dans 

les Aurès et Pituranthos battandieri (Mair) est une plante endémique au sahara marocain et 

l'oranie(Bellakhdar,I 997). 

2.Description botanique 

L'espèce Pituranthos chloranthus(Coss et Dur) Benth et Houk, est une plante dont les tiges 

sont ramifiées dès la base, plus ou moins dichotomes et portant des ombelles longuement 

pédonculées; pétales verdâtres à nervures dorsales pubescentes et larges, fruits poilus. Elleest 

commune dans tout le saharaseptentrional et occidental jusqu'à EL Golea et au Tademait au 

sud(Ozenda, 1958). 
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Photo! :Pituranthos chloranthus (Coss et Dur) Benth et 

Houkhttp://www.tlorasilvestre. es/mediterranea/Umbelliferae/P  ituranthos_chloranthus. htm 

3. Position Systématique de Pituranthos chloranthus 

L'espèce Pituranthos chloranthus est classée d'après (Quezel et santa, 1963) et (Dupont et 

Guignard,2007) comme suit: 

Embranchement: Spermaphytes 

Sous embranchement: Angiospermes 

Classe : Eudicot 

S/classe: Euastéridées II 

Famille: Apiacées 

Ordre: Apiale. 

Genre: Pituranthos 

Espèce : Pituranthos chloranthus(Coss et Dur) Benth et Houk 

4.Utilisations traditionnelles 

L'espèce Pituranthos chloranthusconnue sous le nom vernaculaireGuezzeh, est 

employée, en cataplasmes sur la tête, contre les céphalées (Bellakhdar, 1997).Les huiles 
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obtenues des tiges et des graines du Pituranthos scoparius sont largement utilisées comme 

remède contre le rhumatisme et la fièvre 

Les espèces P.triradfalus et P.tartuosus, sont utilisées par la population bédouine contre les 

douleurs d'estomac, les parasites intestinaux ou comme agent régulateur de la menstruation 

chez les femmes (Novak et ai., 1966). 

Les nomades connaissent le haut pouvoir allergisant des plantes du genre Pituranihos pour les 

animaux, en période de leur floraison (Bellakhdar, 1997). 

5.Études chimiques antérieures 

Une recherche bibliographique exhaustive faite sur les espèces du genre Pituranihos, nous a 

permis de constater que ces plantes sont peu étudiées et queleur composition chimique reste à 

déterminer. 

5.1. Etudephytochimique du genre Pituranthos 

Très peu d'études phytochimiques ont été réalisées sur le genre Piiuranthos. 

Singabeta/ (1998) ont pu isolé un flavonoïde glucoside nouveau chezPiiuranihos iortuosus: 

le glucopyranosyloxy-3tri hydroxy-4' ,5 ,7méthoxy-3 'fiavone,2 "-O--Dapiofuranosyl6 "-O-.L-

rhamnopyranosyl.Les composés isorhamnetine 3-0 glucoside. et  isorhamnetine 3-0 

rutinosideont été isolés des espèces Pituranthos iriradituset Pituranihos torluosus(Singabet 

ai, 1998 ;Shalaby,1998). 

Les composés apigenine-6,8-di-Cglucoside et tamarixetin-3-0-glucoside sont identifiés pour 

la première fois dans le genre Piiuranthos.(Almaniet ai., 1998;Benakcha,2001). 

Les huiles essentielles surtout les monoterpènesde P. torluosus et P. iriradiatus ont été 

analysées par CG-MS et RMN Cl 3(Halim et aI., 1995; Abdelwahad et aI., 2006). 

Certains auteurs ont isolé sur les racines de P. scoparius des composés isocoumariniques 

(hydroxy-6méthoxy-5propyl- 3 isocoumarine et diméthoxy-5,7 hydroxy 6 propyl 3 

isocoumarine(Haba et ai., 2004). 

L'extrait n-butanolique a révélé quatre flavonoïdes glucidiquesdans les parties aériennes de P. 

chloranthus collectée dans la région d'El Hoggar( Touiletal., 2006). 
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Nait-Said (2007)a isolé par CLHP et identifié par la RMN 1H et la spectrométrie de masse 

des coumarines dans les racines de P. chloranthus. 

Le dosage des composés phénoliques et les activités (antioxydante etantimicrobienne) des 

extraits méthanoliques, aqueux, hexane et acétate d'éthyle ont été réalisés sur les parties 

aériennes de P. chloranthus(Bouazizet ai., 2009) 
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Chapitre 2 : Généralités sur les métabolites secondaires 

1. Généralités 

La plante est le sièged'une intense activité métabolique aboutissant à la 

synthèse de principes actifs les plus divers. Ce processus métabolique est lié aux 

conditions mêmes de vie de la plante : la plante doit faire face à de multiples agressions 

del'environnement dans lequel elle vit : prédateurs, microorganismes pathogènes, etc. On 

conçoit donc que la plante puisse développer un métabolisme particulier lui permettant 

de synthétiser les substances les plus diverses pour se défendre les métabolites 

secondaires (Kansole, 2009). 

2. Classification des métabolites secondaires 

Les métabolites secondaires sont produits en très faible quantité, il existe plus de 200 

000 métabolites secondaires classés selon leur appartenance chimique enl'occurrence, les 

terpènes, les alcaloïdes, les cires, et les composés phénoliques (Cuendet, 1999; Vermerris, 

2006). 

2.1. Les composés phénoliques 

Le terme « polyphénols» est fréquemment utilisé dans le langage courant et même 

dans des articles scientifiques ou de vulgarisation pour designer lTensemble des composes 

phénoliques des végétaux. En fait, il devrait être réserve aux seules molécules présentant 

plusieurs fonctions phénols. Ce qui exclurait alors les monophénols, pourtant abondants et 

importants chez les végétaux. Donc la désignation générale «composés phénoliques» 

concerne à la fois les mono- dit- et polyphénols dont les molécules contiennent 

respectivement une, deux ou plusieurs fonctions phénoliques (BenarousK., 2009).Les plantes 

sont capables de produire de nombreux métabolites secondaires parmi lesquels on distingue 

les terpénoïdes, les alcaloïdes et les composés phénoliques. Avec leur diversité structurale 

remarquable, constituent une richesse déjà largement exploitée par les industries agro-

alimentaire, cosmétique et pharmaceutique. 

Les composants phénoliques sont des métabolites secondaires caractérisés par la présence 

d'un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec des 

glucides. Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieures (racines, tiges, 

feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois); et sont impliqués dans de nombreux processus 
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physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogénèse, la germination des graines et 

la maturation des fruits.(Boizot et Charpentier, 2006) 

2.1.1 Rôles des composés phénoliques 

Comme la majorité des composés secondaires, les composés phénoliques sont produits 

par les plantes afin d'accomplir des fonctions précises, les plus notoires étant: 

Les composés phénoliques ont également un rôle dans le contrôle de la croissance et le 

développement des plantes en interagissant avec les diverses hormones végétales de 

croissance. Ils permettent aux végétaux de se défendre contre les rayons ultraviolets. Certains 

d'entre eux jouent le rôle de phytoalexines comme les isoflavonols permettant de lutter contre 

les infections causées par les champignons, ou par les bactéries (Makoi et Ndakidemi, 

2007).Les composés phénoliques sont également utilisés dans l'industrie agro-alimentaire 

comme additif, colorant, arôme ou agent de conservation (Bruneton, 1999). 

2.1.2 Structure 

Les composés phénoliques regroupent un vaste ensemble de substances chimiques. 

L'élément fondamental qui les caractérise est la présence d'au moins un noyau benzénique 

(aromatique), auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans 

une autre fonction : éther, ester, ou hétéroside. Ils peuvent aller de molécules simples, comme 

les acides phénoliques, à des composés hautement polymérisés, de plus de 30000 Dalton, 

comme les tanins (Vernin., 1999). 

2.1.3 Localisation 

Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, 

fruits, graines et bois). Ils sont présents aussi dans diverses substances naturelles comme les 

fruits rouges, le raisin. (Zamkotsianet al., 1999).Parmi les composés phénoliques, dont 8000 

sont connus : les flavonoïdes, les quinones phénoliques, les xanthones, les coumarines et 

d'autres classes existent en nombre considérable. (Vernin,1999). 

2.1.4 Classification des composés phénoliques 

Les principaux classes des composés phénoliques sont les acides phénoliques (acide caféique, 

acide hydroxycinnamique, acide ferulique, acide chlorogenique ... ), les flavonoides, les 

taninset les coumarines (King et Young, 1999 ; Tapiero et al., 2002). 
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Ces composés sont universellement rencontrés chez les plantes. Ils ne possèdent pas de 

squelette flavane, deux sous-groupes peuvent être distingués: 

Ils sont dérivés de l'acide benzoïque et ont une formule de base de type C6 - CI (constitués 

d'un squelette à sept carbones). Ils sontParticulièrement représentés chez les gymnospermes 

et les angiospermes. 

. Les acides hydroxybenzoïques (p- hydroxybenzoïque, protocatéchique, vanillique, 

Gallique, syringique, salicyclique, gentisique),(Guignardet al., 1985) 

. Acides hydroxycinnamiques 

Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe très importante dont la structure 

de base (C6 - C3) dérive de celle de l'acide cinnamique grâce à des substitutions au niveau 

du cycle aromatique(Figurel )(Richeter, 1993). 

OH 

COOH 

R1 = R2 = H 

R1 = OH. R2 = H 

R 1 = OCH3. R2 = H 

R 1  = R2 = OH 

R1 =R2=OCH3 

R=H 

R=OH 

Acide p- hydroxybenzoïque 

Acide protocatéchique 

Acide vanillique 

Acide gallique 

Acide syriugique 

Acide salicylique 

Acide gentisique 

P R, 

R1 = R2 = R3 =H 

RI = R.3 = H R2 =OH 

R1  = R 2 = OH R3  =H 

R1 = OCH3. R2=OH. R3=H 

R1 = R 3 = OCH3 R2 =OH 

Acide cinnamique 

Acide p-coumarique 

Acide caféique 

Acide férulique 

Acide sinapique 

Figure! Exemples d'acides phénoliques (Cuignardet aL,1985) 

b) Les flavonoïdes de structure C6 - C3 - C6 
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Les flavonoïdes désignent une très large gamme de composés naturels appartenant à la famille 

des polyphénols (Marfak, 2003). 

Ces molécules sont considérées comme des pigments quasiment universels des végétaux ; ils 

sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Bruneton, 

1999).11sexistent le plus souvent à l'état naturel sous forme d'hétérosides (Ghestemet al., 

2001). 

•:• Structure chimique et classification : 

Les flavonoïdesont tous le même squelette de base à quinze atomes de carbones qui sont 

arrangés à une configuration C 6-C3-C 6  de type phényl-2-benzopyrane ce qui est synonyme 

avec la structure 2-phényle chromane.Ils sontconstitués de deux noyaux aromatiques (ou 

anneaux) que désignent les lettres A et B. reliés par un hétérocycle oxygénés, qui désigne la 

lettre C (Dacosta, 2003). 

Figure 2.Structure générale des flavonoïdes(Dacosta, 2003) 

La classe des flavonoïdes comporte à elle seule plus de 4000 substances qui ont été isolées et 

identifiées à partir des milliers des plante (Forkmann et Martens, 2001),qu'on divise en 

plusieurs catégories Les flavones, lesflavonols et les dihydroflavonols, les isoflavonoides, 

les biflavonoides, les flavanones, les flavanols, les anthocyanidines, les chalcones,les 

dihydrochalcones, les aurones et les tannins (Tableau 2) (1)acosta, 2003). 

•• Les différentes classes de flavonoïdes 

Les différentes classes 
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les flavones: dérivent des flavanones par une oxydation qui introduit une seconde 

double liaison dan l'hétérocycle. Dans plus de 90%, le cycle A est substitué par deux 

hydroxyles phénoliques en C5 et C7 (Bruneton, 1999). 

> Les flavanones: dérivent des précédentes par une cyclisation au centre du squelette, 

d'où un hétérocycle. Ils se caractérisent par l'absence de la double liaison entre C2 et 

C3 par la présence des centres d'asymétrie. 

Les flavonols: se différencient des flavones par la présence d'un OH en C3 (Heller et 

ai., 1998). 

les isoflavones: dérivent aussi des flavanones mais outre une oxydation centrale, il y a 

transposition du cycle latéral du C2 au C4 de l'hétérocycle (Heller et al., 1998). 

les anthocyanes: le terme « anthocyanes » a une valeur générale désignant, soit les 

formes naturelles glycosylées, soit les molécules non glycosylées(Macheix, 2005). 

Ce sont des pigments rouges en milieu acide, virant au bleu en milieu alcalin; ils sont 

très répandus dans les fleurs et les fruits. Dans la nature, ces pigments n'existent pas 

sous forme aglycone, mais sous forme d'hétérosides. 

> Chalcones et aurones :Les chalcones sont différentes des autres types des 

fiavonoïdes cités ci-dessus. De par l'ouverture du noyau pyranique central, elles sont 

constituées par deux unités aromatiques reliées par une chaîne tricarbonée, cétonique, 

a,13-insaturée . Le noyau B est assez fréquemment non substitué, alors que les 

substitutions sur le cycle A sont identiques à celles des autres flavonoïdes. 

Les aurones sont caractérisées par une structure de 2-benzylidène coumaranone. Pour 

ces deux types de molécules, la numérotation des positions est différente des autres 

flavonoïdes décrits précédemment. Ces composés sont extrêmement fréquents dans les 

fleurs sous forme de pigments contribuant à la couleur jaune. 

> Les coumarines: Elles sont parmi les composes phénoliques les plus connus, elles 

sont substituées 	en C-7 par un hydroxyle. La 7-hydroxycoumarine, connue 
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sous le nom d'ombelliférone. Les coumarines, de différents types, se trouvent dans 

de nombreuses espèces végétales. 

> Les quinones: 

Ce sont des substances colorées et brillantes, en général rouges, jaunes ou 

orange et possédant deux fonctions cétones. On trouve les quinones dans les 

végétaux, les champignons, les bactéries. Les quinones sont utilisées dans les 

colorants, dans les médicaments et dansles fongicides (Kansole, 2009). 

> Les tannins: les flavan-3-ols sont à l'origine des tannins condensés ou 

proanthocyanides, qui correspondent à des oligomères ou des polymères de flavan-3-

ols dérivés de la (+)-catéchine (Benakcha ,2001). 

Tableau 2 : Structure de base des différentes classes de flavonoïdes (Bruneton, 1999) 
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Structure Type de flavonoïdes Exemples de molécules 

5. 7. 4'-OH Apip.nine 
4. 

H H avone O 5. 7.3. 4'-H LukoIine 

- eR
R= 

5. 7. 4'-OH KaenproI 

° ROH Flavonol 5. 7, 3. 47-OH Quercetine 

R=H Flavanonc 5. 7. 4'-OH Narisigénine 

8 	, 	B, (I)ihydroflavofle) 

I 	A R=OI-I Flavaiitw! 7. 3'4'-OH Fustine 
R 

ç 	
o (Dihydnflavoflol 

R=H Catechine 5. 7. 3'. 4.5'-OH Collocatechine 

$I 	B (FIavan-3-oI) 5. 7. 3. 4'-OH Caiechine 

R=OH Leucoanthocyanidinc 5. 7. 3. 4-OH Lcucocyanidinc I A 	3 	6 
6 	

.. 	 OH (Ravan-34-dioI) 5. 7. 3'. 4'.5'-OH Lcucodeiphenidine 

R=OH Havvlium 5. 7. 3. 4'.S'-OH Lificolidine 
4• 

8L. 	I 	B (An(hocyafle) 

I A 	 6' 
. 7. 3. 4'-OH Cvanidin.' 

6 	 R R=OH Anthocyafliihlk 5, 7. 3, 4.5'4)H I k'Iphiiudin.' 
5 

8 
v 	2 

A 	13 61 
5. 7. 4'-OH Gnisteine 

• 	> 	' Isollavone 7. 4'-OH l)aideine 

O 7.3. 4-OH ()rhtI 

5 . 

4 

2'. 4'. 3. 4-OH Butcine 
P 

Chalcone 2. 3. 4. 3. 4-( )H 

4  

2'. 4'. P-2 . 

I )ihydrochalcone 3. 4. 2'. 4'. 6-( )H Hvdroxyphlorétine 

3' 

O 

I 	. 
O 
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- 6 
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o 

+ Biosynthèse des composés phénoliques: 
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La biosynthèse des polyphénols se fait par deux voies principales qui sont: 

*La  voie de l'acide shikimique 

Dans cette voie, l'érythrose 4-phosphate et le phosphoénol pyruvate sont produits par les 

hydrates de carbones lors de leur dégradation par la voie des pentoses phosphate et la 

glycolyse respectivement. Ces derniers sont à l'origine des composés phénoliques C6-C I 

formant les tannins hydrolysables et de la chalcone qui est la molécule de base de tous les 

flavonoïdes et tannins condensés (Haslam 1994, Dewick 1995) 

*La voie de l'acide malonique 

La glycolyse et la f3-oxydation aboutissent à la formation de l'acétylCoA donnant le 

malonate. C'est à travers cette voie que s'effectue la cyclisation des chaînes polycétoniques, 

obtenues par condensation répétée d'unités « acétate » qui se fait par carboxylation de 

l'acétyl-CoA. Cette réaction est catalysée par l'enzyme acétyl-CoA carboxylase (Ficeger et 

Flipse 1964, Richter, 1993) (Figure 3). 
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Figure3 Biosynthèse des composés phénoliques (Richter, 1993) 
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Chapitre 3 : Activités biologiques 

1. Introduction 

Pour mieux comprendre l'activité de nos plantes, nous nous sommes intéressés aux 

propriétés antioxydantes de leurs extraits. En effet, l'activité antioxydante semble être le 

principe d'action d'un certain nombre de produits pharmaceutiques. Au cours de ce processus, 

les espèces réactives de l'oxygène (ROS) libérées par l'organisme humain au cours des 

diverses attaques sont éliminées ou piégées ; les dommages causés sont réparés. Les 

molécules douées de telles propriétés sont les antioxydants dont le rôle dépasse de loin celui 

d'un simple piégeur ou de suppresseur de radicaux libres. Ils sont efficaces dans la prévention 

et ou dans le traitement des affections parasitaires et non parasitaires. 

Les antioxydants existent dans les plantes médicinales et alimentaires tels que les composés 

phénoliques, manifestent un spectre de propriétés pharmacologiques telles que 

antibactériennes, anti-inflammatoires, vasodilatoires, anti cancérigènes, antithrombique anti-

atherogéniques et analgésique parmi tant d'autres. Ils exercent ces propriétés en tant 

qu'antioxydants (Wollgast et Anklam, 2000; G'mez-Caravaca et al., 2006). 

2. Radicaux libres 

Les radicaux libres sont des espèces chimiques, atomiques ou moléculaires, contenant un ou 

plusieurs électron(s) libre(s) non apparié(s) sur leurs couches externes. Cet état leur confire 

une instabilité énergétique et cinétique. Ils apparaissent soit au cours de la rupture symétrique 

d'une liaison covalente pendant laquelle chaque atome conserve son électron soit au cours 

d'une réaction redox avec perte ou gain d'un électron à partir d'un composé non radical 

(Tableau3) (Kocchilin-Ramonatxo, 2006). 

L'oxygène moléculaire est un élément crucial pour la vie des organismes aérobies, toutefois il 

peut former des espèces partiellement réduites et fortement toxiques appelées les radicaux 

libres ou encore les espèces oxygénées réactives (EOR). Aux doses faibles, les EOR sont très 

utiles pour l'organisme et jouent des rôles importants dans divers mécanismes physiologiques 

tel que la transduction du signal. La surproduction des EOR au-delà des capacités anti 

oxydantes des systèmes biologiques donne lieu au stress oxydant qui est impliqué dans 

l'apparition de plusieurs maladies allant de l'artériosclérose au cancer tout en passant par les 

maladies inflammatoires, les ischémies et le processus du vieillissement. 

18 



Partie bibliographique 	 chapitre 3 : Activités biologiques 

Tableau 3: Les principales espèces oxygénées réactives générées dans les systèmes 

biologiques (Bartosz, 2003). 

Nom Symbole 

Espèces radicalaires 

Anion superoxyde 02° 

Radical hydroxyle OH. 

Monoxyded'azote NO. 

Espèces non radicalaires 

Peroxyde d'hydrogène H202 

Acide hypochiorique HOCI 

Oxygène singulier 02 

Peroxynitrite 0N00 

Pour échapper aux conséquences du stress oxydant, il est nécessaire de rétablir l'équilibre 

oxydant / antioxydant afin de préserver les performances physiologiques de l'organisme. Les 

antioxydants font actuellement l'objet de nombreuses études car, en plus d'un intérêt certain 

dans la conservation des denrées comestibles, ils pourraient s'avérer utiles dans la prophylaxie 

et le traitement des maladies dans lesquels le stress oxydant est incriminé. 

Les risques et les effets néfastes des antioxydants synthétiques utilisés comme additifs 

alimentaires ont été questionnés au cours des dernières années et la nécessité de les substituer 

par des antioxydants naturels, issus de plantes médicinales, est apparente. Les plantes 

médicinales constituent une source inépuisable de substances ayant des activités biologiques 

et pharmacologiques très variées. 
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3. Stress oxydant et ses conséquences biologiques 

Le stress oxydatif réfère à une perturbation dans la balance métabolique cellulaire durant 

laquelle, la génération d'oxydants accable le système de défenses antioxydantes, que ce soit 

par une augmentation de la production d'oxydants et/ou par une diminution des défenses 

antioxydantes (Sorg, 2004). Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, citons la 

surproduction endogène d'agents prooxydants d'origine inflammatoire, un déficit nutritionnel 

en antioxydants ou même une exposition environnementale à des facteurs pro-oxydants 

(tabac, alcool, médicaments, rayons gamma, rayons ultraviolets, herbicides, ozone, amiante, 

métaux toxiques) (Pincemail et ai., 2002 ; Sorg, 2004 ; Kocchilin-Ramonatxo, 2006). 

L'accumulation des EOR a pour conséquence l'apparition de dégâts cellulaires et tissulaires 

souvent irréversibles dont les cibles biologiques les plus vulnérables sont les protéines les 

lipides et l'acide désoxyribonucléique (Halliwell et Whiteman 2004; Valko et al., 2006). 

4. Les antioxydants 

On peut envisager sous le titre « antioxydants » au sens large toute substances présente a une 

concentration inférieure a celle de la substance oxydable susceptible d'inhiber directement la 

production, de limiter la propagation ou de détruire les espèces actives de l'oxygène (Sies, 1997; 

HalliwelI et Gutteridge 1999).11s peuvent agir en réduisant ou ces espèces, en les piégeant pour 

former un composé stable (Favier, 2003). L'apport d'antioxydants pourra être utile pour éviter les 

récidives. Il permettra aussi de stabiliser la tolérance à l'insuline, d'améliorer l'immunité. Enfin, les 

antioxydants pourront être utilisés pour diminuer la toxicité des médicaments (Favier, 2003). 

Chaque molécule antioxydante ne peut réagir qu'avec des radicaux libres bien déterminés, et par 

conséquent, il faut constamment refaire le plein de ressources antioxydantes (Benarous, 2007). 

Ces antioxydants constituant deux vois de défense défenses endogènes (antioxydants 

enzymatiques) et les défenses exogènes (antioxydantes non enzymatiques). 

Ces dernières années, l'intérêt porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs 

propriétés thérapeutiques a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans 

diverses spécialités ont été développées pour l'extraction, l'identification et la quantification 

de ces composés à partir de plusieurs substances naturelles à savoir, les plantes médicinales et 

les produits agroalimentaires (Marc et Huang et al., 2005). 
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Les antioxydants les plus connus sont le 3-carotène (provitamine A), l'acide 

ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques. En 

effet, la plupart des antioxydants de synthèse ou d'origine naturelle possèdent des groupes 

hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en 

partie à la capacité de ces composés naturels à piéger les radicaux libres tels que les radicaux 

hydroxyles et superoxydes(Bartosz, 2003). 

Les antioxydants d'origines naturelles sont présents dans toutes les parties des plantes 

supérieures et sont en générales des composés phénoliques. Ils agissent par la désactivation 

des radicaux par création d'addition covalente, la réduction des métaux ou de peroxydes, la 

complexation d'ions et de métaux de transition et le captage de l'oxygène singulet(Timbo, 

2003),(Tableau 4) 

Tableau 4 :Les principaux nutriments antioxydants 

Sources alimentaires 
Principaux nutriments antioxydants 

Vitamine C 	 Agrume, melon, brocoli, fraise, kiwi, 

chou, poivron 

Vitamine E 	 huile de tournesol, de soja, de mais, 

beurre, oeufs, noix 

3-carotène 	 Légumes et fruits 

Sélénium 	 Poisson, oeufs, viandes, céréales, 

volaille 

Zinc 	 Viande, pain complet, légumes verts, 

huîtres, produits laitiers 

Flavonoïdes 	 Fruits, légumes, thé vert 

Acides phénoliques 	 Céréales complètes, baies, cerises 

Tannins 	 Lentilles, thé, raisins 
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5. Activités biologiques des composés phénoliques 

Ils constituent une importante famille d'antioxydants dans les plantes, les fruits et les légumes 

puisqu'elles comprennent plus de 6000 molécules. Contrairement aux antioxydants 

synthétiques comme le butylhydroxyanisole (BHA) et le butylhydroxytoluène (B1-IT),les 

polyphénols n'ont aucun effet nuisible sur la santé humaine (Bounatirou et ai., 2007). 

Les composants phénoliques sont des molécules biologiquement actives ils sont largement 

utilisés en thérapeutique comme vasoconstricteurs, anti-inflammatoires, antioxydants et anti-

radicalaires, antimicrobiens.(Tableau5). 

Tableau 5: Les activités biologiques attribuées aux différentes classes de 

polyphénols(Macheixet ai, 2005). 

Polvphenols 	 Activités 	 Auteurs 
Acides Phénols 	 Antibactériens 	 (Didrv et al., 1982) 
(ciimamiqnes et 	 Antifoniques 	 (Ravn et al., 1984) 
benzoïques) 	 Antioxydants 	 (Havase et Kato, 1984) 

Coumarines 

Flavonoïdes 

Anthocanes 

Proanthocvanidines 

vasoprotectn ces et 
anti oedémateuses 

Aiitituiuoiales 
Ant ic n rcino èncs 
Anti-inilanuiia to ires 
Hypotenseurs et 
diurétiques 
Antioxydants 

Protection des veines et 
capillaires 

Effets stabilisants sur le 
collagène 
Antioxydants 
Antitumorales 
Antifongiques 
Anti-inflami.nato ires 

(Mabrv et tlubelen, 
1980) 

(Stavric et Matula, 1992) 
(Das et al., 1994) 
(Bidet et al., 1987) 
(Bruneton, 1993) 

(Aruoma et al., 1995) 

(Bruneton, 1993) 

(Masquelier et al., 1979) 

(Bahorun et al., 1996) 
(De Oliveira et al., 1972) 
(Brownlee et al., 1992) 
(Kreofskv et al., 1992) 

Tannins gaIIique et 	Antioxydants 	 (Okuda et al., 1983) 
catéchigues 	 (Okainura et al., 1993) 
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Les flavonoïdes sont des composants naturels hautement actifs. Plusieurs études ont démontré 

une large gamme des effets biochimiques et pharmacologiques de ces molécules. 

a) Activité anti-inflammatoire des flavonoïdes: 

De nombreux travaux semblent indiquer que les flavonoïdes possèdent des propriétés anti-

inflammatoires (Milane, 2004),Ils ont un effet palliatif sur l'inflammation dû à ses effets 

inhibiteurs sur la synthèse des leucotriènes et la libération de l'histamine, et ses activités 

comme piégeurs de superoxyde(Formica et Regelson ,1995). 

b) Flavonoïdes comme inhibiteurs enzymatiques 

Les flavonoïdes sont des inhibiteurs enzymatiques, ils inhibentplusieurs enzymes intervenant 

dans divers mécanismes biologique. 

Il inhibe l'histidine décarboxylase, l'élastase, la hyaluronidase ce qui permettrait de conserver 

l'intégrité de la substance fondamentale de la gaine. 

En plus, les flavonoïdes inhibent la phosphodiestérase de l'AMPCce qui pourrait expliquer 

leur activité anti-agrégeant plaquettaire; aussi, ils inhibent l'aldose réductase qu'est impliquée 

dans la pathogénie de la cataracte (Bruneton, 1999). 

Par ailleurs, les flavonoïdes peuvent inhiber la promotion de tumeur à travers un effet 

inhibiteur sur la phosphoxylase C et la protéine kinase (Formica et Regelson, 1995). 

Par ailleurs, l'inhibition des enzymes présente un autre mécanisme de l'activité antioxydante, 

les flavonoïdes peuvent agir sur l'activité de la xanthine oxydase et par conséquent, peuvent 

faire régresser la maladie de la goutte en réduisant à la fois les concentrations d'acide urique 

et celle du radical superoxyde dans les tissus humains. 

c) Flavonoïdes et les maladies cardiovasculaires 

Les fiavonoïdes sont des composés veinoactifs, ils sont capables de diminuer la perméabilité 

des capillaires sanguins et de renfoncer leur résistance. Cette action est appelée « 

vitaminiqueP» (Bruneton, 1999). 

D'ailleurs, ils ont un effet protecteur des maladies cardiovasculaires. Ils induisent la 

vasodilatation et provoquent la relaxation des muscles lisses cardiovasculaires ce quiengendre 

une activité anti-hypertensive et des effets antiarrhythmiques. En plus les flavonoïdes 
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protègent LDL de l'oxydation et par conséquent empêchent la formation des plaques 

athérosclérotiques, aussi, ils ont des effets antithrombotiques à travers l'empêchement de 

l'agrégation plaquettaire (Formica et Regelson, 1995). 

d) Activité antioxydante des flavonoïdes: 

Les flavonoïdes possèdent une forte activité antioxydante qu'est le principe de plusieurs 

activités biologiques douées par ces molécules (Saija et aI., 1995). 

L'activité du piégeage des radicaux libres est l'un des mécanismes importants de l'activité 

antioxydante, pour les flavonoïdes, ce mécanisme est lié à leur structure et de l'arrangement 

des groupements hydroxyles (Sokol-Letowska et ai., 2007). 

Des études faites sur la capacité des flavonoïdes àpiéger les radicaux libres ont montré que les 

composés les plus actifs sont ceux qui combinent les trois critères suivants 

- La structure ortho dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol) qui confère la stabilité 

au radical flavonoxy et participe à la délocalisation des électrons. 

- La double liaison C2-C3en conjugaison avec la fonction 4-oxo 

- La présence du groupe 30H en combinaison avec la double liaison C2-C3. 

A titre d'exemple, la quercétine satisfait à tous ces critères et par conséquent, elle est le 

composé le plus actif de la famille des flavonoïdes (Marfak, 2003). 

e) Effet anticancéreux des flavonoïdes 

Présente dans tous les types de thé et en particulier le thé vert la catéchine a montré une 

activité anti-tumorale, une telle activité est attribuée à la capacité de ce flavonoide à inactiver 

l'action de la P-glycoproteine qui est impliquée dans la résistance phénotypique des cellules 

cancéreuses,(Jodoin et aI.,2002) 

f) Effet anti-ulcère: 

Il a été démontré que la quercétine et la naringénine jouent un rôle important dans la réduction 

de l'ulcère et la protection des cellules gastriques chez les rats (Mascolo, N., lzzo, A.A, 

1999). 
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g) Activité antimicrobienne des flavonoïdes 

Les flavonoïdes possèdent des propriétés antimicrobiennes (Petit et «1., 2007). Ils sont 

capables d'agir au niveau de la synthèse des protéines virales. Mucsi et Pragai en 1985 ont 

également montré une corrélation entre l'effet inhibiteur de certains flavonoïdes sur divers 

virus d'herpès et leur capacité à augmenter les taux intracellulaires en AMPCdans les cellules 

infectées. 

Théoriquement, les flavonoïdes pourraient exercer des effets antibactériens puisqu'ils sont de 

puissants inhibiteurs in vitro de l'ADN gyrase.D'autre part, une étude a montré l'effet 

bactéricide de différentes flavanones sur un Siaphylococcus aureus. 

L'activité antifongique des flavonoïdes est aussi établie, une étude faite sur 

Dianihuscaryophyllus a montré l'efficacité de ses flavonoïdes sur des souches fongiques 

(Galeotti et aI., 2008). 

- 	h) Autres activités des flavonoïdes 

A côté des activités citées précédemment, les flavonoïdes possèdent d'autres activités 

activité antiallergique, anti hépatotoxique, anti-ostéoporotique (lelpo et aI., 2000), activité 

hypocholestérolémiante (Formica et Regelson,1995), activité antidiabétique (Marfak,2003), 

activité antimitotique,antiprotozoaires et activité anxiolytique (Cabrera et aL,2007). 

6. Méthodes d'évaluation des propriétés antioxydantes in vitro 

Actuellement, une grande diversité des méthodes analytiques pour la détermination de la 

capacité antioxydante est disponible. Ces analyses diffèrent entre eux en termes de 

- 	mécanismes de réaction(Magalhacs et al.,2008). 

La comparaison des données de différentes études est difficile. Il est également d'une grande 

- importance de choisir des méthodes acceptées, validées et normalisées, avec des données, à la 

fois, comparables et disponibles dans la littérature, pour cela nous citons les méthodes 

suivantes: 
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> la méthode d'ABTS ou TEAC (Capacité antioxydante équivalente de Trolox) (Muter 

et al., 1993 et modifiée par Reet al., 1999); 

- la méthode FRAP (capacités réductrices ferriques d'antioxydants) (Benzie et Strain, 

1999); 

la méthode du radical DPPH (1,1 -diphenyl-2-picrylhydrazyl) (Brand-Williams et al., 

1995); la méthode de DMPD (Balayage du radical cation N, N- dimethyl-p-

phenylenediamine) (Li et al., 1994) 

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

la méthode d'ORAC (Capacité d'absorbance du radical de l'oxygène) (Cao et al., 

1993). 

la méthode TOSC (Capacité du piégeage des oxy-radicaux totaux) (Winston et al, 
1998); 

. La méthode CAT (capacité antioxydante totale)(Prieto et al.,1999) 

En fin, la méthode d'hémolyse permet de contrôler l'homéostasie des défenses 

antiradicalaires, ou en d'autre termes, l'équilibre qui doit exister entre la production des 

radicaux et la défense antiradicalaire globale (Charlï, 1995). 
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Chapitrel : Matériel végétal 

1. Choix du matériel végétal 

Les parties aériennes de P.chlorantus ont été récoltées durant le mois d'octobre 2012 

dans la région d'El kantara à 50 Km au nord-est de Biskra. Le choix de cette plante a été 

appuyé sur une enquête auprès de la population pour ses vertus médicales comme étant un 

produit hypoglycémiant et un anti-inflammatoire reconnu. 

2. Station d'étude 

Les paramètres géographiques de notre station d'étude sont représentés dans le tableau(6). 

Tableau6: Caractéristiques géographiques de la station d'étude 

Station Longitudes Est Latitudes Nord Etage 

bioclimatique 

El Kantara 5042 350 13 Aride 

* 	Pop1â4999 

• Autre leu habité 

Lites urbaites 

LirrEe État 

De1OJà2EO 

De500à ID)O 

De 200 â 

DeSOâ2 

Route pmqecu 
autoroute 

-- 	Autre route 

- Lqre ferroviaire 

Ccxss deau non 

= • Parc nationai 

Aka..J., (r.....) 

en M1,1a 

Ain eeda 
Boukhd*t 

Ser,ôna, 

El M.dher 

Rcrt i1 eatna 

Togffana 	 vKenchela 

Mn Touti 
- 	* 

ATLAS 
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Sro*r 	 Et Outate 
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E 
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El H,rnt 

•Gi•ntS 
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Verni. 

Figure4 : Carte géographique de la station d'étude (Encarta 2008). 
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3. Préparation des échantillons 

Le matériel végétal des parties aériennes a été séché à l'ombre et à l'abri de 

l'humidité à température ambiante pendant quelques jours. Une fois séché, celle-ci ont 

été réduites en poudre à l'aide d'un moulin électrique au fur et à mesure des 

manipulations. Puis conservée dans des flacons en verre hermétiques fermés pour des 

utilisations ultérieures. 
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Chapitre 2: Tests Phytochimiques 

1. Introduction 

L'examen phytochimique est un premier pas dans la recherche des molécules à 

activités thérapeutiques dans les plantes. Il permet la détection des classes de composés 

chimiques essentiellement les composés phénoliques, les saponosides, les alcaloïdes, les 

isoprénoîdes qui renferme les terpénoîdes, l'amidon et les composés réducteurs. 

Ces tests phytochimiques sont représentés par: 

> Des réactions de coloration et de précipitation; 

Des essais de solubilités des constituants présents dans la plantes vis-à-vis des 

solvants organiques de polarité différente; 

Des examens sous la lumière ultraviolette. 

2. Tests phytochimiques 

La détection des principaux constituants chimiquesest réalisée sur les différents 

extraits obtenus par épuisement avec de l'eau, avec de l'éthanol et macération par H2SO4  des 

parties aériennes de Piihurantus chloranthus. 

2.1-Epuisement du matériel végétal avec de l'eau à chaude 

Dans un ballon monocolsurmonter d'un réfrigérant, 50g du matériel végétal est mis en 

présence de 300m1 d'eau. L'ensemble est porté à reflux pendant uneheure. Ensuite le mélange 

est filtré et l'extrait aqueux est soumis aux tests suivants: 

2.1.1-Détection d'amidon 

Chauffer 5ml de la solution à tester avec 10ml d'une solution de NaCL saturée dans un bain 

marie jusqu'à l'ébullition. Ajouté le réactif d'amidon (Annexe 1) 

Un test positif est révélé par l'apparition d'une coloration bleue-violacé (Bruneton, 1999). 

2.1.2-Détection des saponosides 

La détection des saponosides est réalisée en ajoutant un peu d'eau à 2 ml de l'extrait 

aqueux, puis la solution est fortement agitée. Ensuite, le mélange est abandonné pendant 

20min et la teneur en saponosides est évaluée: 
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Pas de mousse : test faiblement positif. 

Mousse moins de 1 cm = test positif. 

Mousse de 1-2 cmtest positif. 

Mousse plus de 2em = test très positif (Trease et Evans, 1987). 

2.1.3-Détection des tannins 

La présence des tannins est mise en évidence en ajoutant à I ml de l'extrait aqueux, 1m! 

d'eau et I à 2 gouttes de solution de FeCl 3  diluée (1%). L'apparition d'une coloration verte 

foncée ou bleue-verte indique la présence des tanins (Trease et Evans, 1987). 

2.2-Epuisement du matériel végétal avec de l'éthanol 

Dans un ballon monocle surmonté d'un réfrigérant, 50g du matériel végétal est mis en 

présence de 300ml d'éthanol. L'ensemble est porté à reflux pendant une heure. Ensuite, le 

mélange est filtré et l'extrait éthanolique est soumis aux tests suivants 

2.2.1-Détection des tiavonoïdes 

La réaction de détection des flavonoïdes consiste à traiter 5ml de l'extrait éthanolique 

avec lml de HCI concentré et 0.5g de tournures de magnésium. La présence des flavonoïdes 

est mise en évidence si une couleur rose ou rouge se développe après 3min (Earnsworth, 

1974). 

2.2.2-Détection des tannins galliques et cathéchiques 

La présence des tannins est mise en évidence en ajoutant à I ml de l'extrait éthanolique, 

2ml d'eau et 2 à 3 gouttes de solution de FeCl 3diluée (1%). 

Un test positif est révélé par l'apparition d'une coloration bleue-noire (tannins galliques); 

verte ou bleue verte (tannins cathéchiques) (Trease et Evans, 1987). 

2.2.3-Détection des composés réducteurs 

Leur détection consiste à traiter 1m! de l'extrait éthanolique avec de l'eau distillée et 20 

gouttes de la liqueur de Fehling, puis chauffer. 

Un test positif est révélé par la formation d'un précipité rouge-brique (Trease et Evans, 

1987). 
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2.3-Macération du matériel végétal avec l'acide sulfurique (H2SO4) 

Ajouter 10 ml de H2SO4 dilué (1/10) à 10 g de la poudre végétale dans un erlenmeyer 

de 250 ml. Laisser agiter et macérer pendant 24 h à la température ambiante du laboratoire. 

Après filtrer sur papier lavé à l'eau distillé de manière à obtenir environ 10 ml de filtrat. 

2.3.1-Détection des alcaloïdes 

• 	1 ml de filtrat + 5 goutte du réactif de Mayer, s'il apparaît un précipité blanc-jaunâtre 

c'est qu'on est en présence d'alcaloïdes. 

• 	I ml de filtrat + 5 gouttes du réactif de Wagner s'il apparaît un précipité brun c'est 

qu'on est en présence d'alcaloïdes (Paris et ai, 1969) (Annex 1). 

2.4-Détection des coumarines 

Placer 1 g d'échantillon de la plante humide dans un tube à essai. Couvrir le tube avec 

un papier imbibé d'une solution de NaOH et le placer dans un bain marie pendant quelques 

minutes. Ajouter 0.5 ml de NI-140H (10 %). Mettre deux taches sur un papier filtre et 

examiner sous la lumière ultraviolette. La fluorescence des taches confirme la présence des 

coumarines (RizK ,1982). 

2.5-Détection des stérols et triterpénes 

Deux essais ont été effectués: 

) Essai I : Test pour les stérols et stéroïdes: 

10ml de l'extrait éthanolique est placé dans un erlenmeyer. Après évaporation à sec, le 

résidu est solubilisé avec 10ml du chloroforme anhydre.Ensuite mélanger 5ml de la solution 

chloroformique avec 5ml d'anhydre acétique, ajouter quelques gouttes d'acide sulfurique 

concentré, agiter puis laisser la solution se reposer. 

Un test positif est révélé par l'apparition d'une coloration violacée fugace virant au vert 

(maximum d'intensité en 30 min à 2 1°C) (Trease et Evans, 1987). 

> Essai 2 : Test pour les hétérosides stérodiques et triterpénigues: 

Il consiste à évaporer à sec l'extrait éthanolique correspondant à lOmi. Ensuite 

dissoudre le résidu obtenu dans le mélange d'anhydre acétique /chloroforme (515 : V/V). Puis, 

filtrer et traiter le filtrat par quelques gouttes d'acide sulfurique concentré (la réaction de 

Liebermann-Burchardt).Si, cette réaction donne des colorations verte-bleue et vertes-violette, 

elle indique la présence des hétérosides stériques et triterpéniques respectivement (Trease et 

Evans, 1987). 
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2.6- Détection des anthocyanes 

Leur présence est révélé en traitant 2 ml d'infusé aqueux avec 2m1 de HCI (2N) ensuite 

ajoutant quelques gouttes de NFI40H .un test positif est révélé par une coloration rose-rouge 

qui vire au bleu violacée (Debrayb et aI., 1971 ;Paris et a/.,1969) 
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Chapitre3: Dosage des phénols totaux 

1. Extraction de l'extrait brut méthanolique et aqueux 

La poudre (1g) de la partie aérienne de P. chloranthus est placée dans un erlemneyer 

dans 20 ml du solvant adéquat (méthanol, eau) pendant 24 h. Après la filtration, les solutions 

récupérées sont évaporées à sec sous pression réduite dans un évaporateur rotatif de type 

HAHNVAPOR R-200 à 60°C. Les résidus secs obtenus pesés sont repris par quelques ml du 

méthanol. 

2.Extraction de la fraction méthanolique et aqueux 

La poudre (1 g) de la partie aérienne de Pituranthos chlorantus est placée dans un 

erlenmeyer dans 20 ml (méthanol/eau) pendant 24 h. Après la filtration, les solutions 

méthanolique sont évaporées à sec sous pression réduite dans un évaporateur rotatif de type 

I-IAHNVAPOR R-200 à 60°C. Les résidus secs pesés sont repris à la fois par leméthanol pour 

avoir la fraction méthanolique puis récupérer par l'eau distillée la fraction aqueuse. 

3. Calcul du rendement en extrait sec 

Nous pouvons déterminer le rendement de la plante en extrait sec en calculant le rapport 

suivant: 

R(%) = (P1-P2 1P3) XØ  

R: Rendement en pourcentage. 

Pi: Poids du ballon après évaporation. 

P2 : Poids du ballon avant évaporation. 

P3 : Poids de la matière végétale de départ. 

4.Dosage des phénols totaux 

Le dosage des phénols totaux dans les extraits méthanolique de Pithurantuschlorantusa 

été effectué par une méthode adaptée parSingleton et Rossi (1965) avec le réactif duFolin-

Ciocalteu. 

Une quantité de 200tl pour chaque extrait est introduit dans des tubes à essais, le mélange 

(imi duFolinCiocalteu dilué 10 fois et 0.8m1 de carbonate de sodium à 7.5%) est 

additionné.Les tubes sont agités et conservés durant 30 min. 

L'absorbance est mesurée à 765 nm en utilisant le spectrophotomètre SpecordR  200 plus. 
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Une courbe d'étalonnage à différente concentration d'acide gallique a été préparée.Les 

teneurs exprimées en milligramme (mg) équivalent d'acide gallique par gramme (g) du poids 

de la matière sèche végétale (mg EAG/g MS) en appliquant la formule suivante: 

C=(cx v)/m  

C : La teneur en phénols totaux en mg d'acide gallique/g de la matière sèche. 

c : La concentration de l'acide gallique établie à partir de la courbe d'étalonnage (mg/ml). 

m: le poids pur de l'extrait méthanolique. 

Remarque: Chaque échantillon est répété deux fois. 
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Chapitre 4 : Activités antioxydantes 

1. Activité antioxydante totale (CAT) 

La capacité antioxydante totale (CAT) des extraits est évaluée par la méthode de 

phosphomolybdène de (Prieto et al., 1999).cette technique est basée sur la réduction de 

molybdène Mo (VI) présent sous la forme d'ions molybdate Mo04 2- à molybdate Mo (V) 

Mo02+ en présence de l'extrait pour former un complexe vert de phosphate /Mo(V) à ph 

acide. 

Un volume de 0.3m1 de chaque extrait méthanolique est mélangé avec 3ml de solution de 

réactif (acide sulfurique 0.6M,phosphate de sodium 28mM et molybdate d'ammonium 

4mM).les tubes sont visées et incubés à 95°c pendant 90minutcs.Aprés refroidissement, 

l'absorbance des solutions est mesurée à 695nm contre le blanc qui contient 3ml de la solution 

du réactif et 0.3m1 du méthanol et il est incubé dans les mêmes conditions que l'échantillon 

.La capacité antioxydante totale est exprimée en milligramme équivalent d'acide ascorbique 

par gramme de matière sèche (mg EAA/g MS).Les expériences sont répétés deux fois. 

2. Réduction du fer (FRAP : Ferric reducing antioxidant power) 

Le pouvoir réducteur d'un extrait est associé à son pouvoir antioxydant. Cette technique 

a été développée pour mesurer la capacité des extraits testés à réduire le fer ferrique (Fe 3 ) 

présent dans le complexe K3Fe(CN)6 en fer ferreux (Fe 2 ). En effet le Fe 3+  participe à la 

formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. 

Le pouvoir réducteur a été déterminé suivant la méthode préconisée par Oyaizu (1986). En 

effet, 1 ml de différentes concentrations de chaque extrait (0,05 ; 0,1; 0.2 ; 0,3 ; 0,4 mg) dilué 

dans l'eau distillée est mélangé avec 2,5 ml de la solution tampon phosphate (0,2 M ; pH 6,6) 

et 2,5 ml de ferricyanure de potassium (K3Fe(CN)6) à 1%. Les mélanges sont incubés à 50°C 

pendant 30 min. Après, 2,5 ml de l'acide trichloracétique (10%) est additionné. Le tout est 

centrifugé à 3000 tours pendant 10 min. En suite, 2,5 ml du surnageant de chaque 

concentration est mélangé avec 2,5 ml de l'eau distillée et 0,5 ml FeCl3 (0,1%). 

L'absorbance est mesurée à 700 nm à l'aide d'un spectrophotomètre de type SpecordR  200. 

Une augmentation de l'absorbance correspond à une augmentation du pouvoir réducteur des 

extraits testés. 

L'acide ascorbique est utilisé comme un contrôle positif. Les expériences sont répétées deux 

fois. 
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- 	La concentration EC50, qui est définie comme la concentration des antioxydants nécessaires 

pour réduire 50% de la concentration initiale du ferricyanure de potassium, est un indice 

utilisé pour comparer et exprimer la puissance des capacités réductrices des substances 

bioactives. 

3. Piégeage du radical DPPH par les extraits de Pithurantus chlorantus 

Le 2,2-diphényl-1-picry1hydra7yle (DPPH) est un radical stable qui absorbe dans le 

visible à la longueur d'onde de 515 à 520 nm (Bandoniene et al., 2002 ; Pavlov et al., 2002; 

Gazi et al., 2004). Le DPPH, initialement violet, est décoloré lorsque l'électron célibataire 

s'apparie. Cette décoloration est représentative de la capacité de l'extrait à piéger ce radical 

libre indépendamment de toutes activités enzymatiques (Djeridane et al., 2006). 

L'effet des extraits de Piihurantus chloranthus sur le (DPPH) est mesuré par la procédure 

décrite par Sanchez- Moreno et al (1998). Un volume de 50 j.tl de différentes concentrations 

de l'extrait exprimées en mg/ml est ajouté à 1.950 tl de la solution méthanolique du DPPH 

(0.025 g/l) fraîchement préparée. L'absorbance est mesurée à 515 nm après 30 min 

d'incubation à la température ambiante. Les pourcentages d'inhibition (%) du radical DPPH 

sont calculés à partir de la formule suivante: 

% d'inhibition = [(DOtmoin  D0 chanti II on) / DOtemoin] * 100 

Où: DOtemoi n : représente l'absorbance du contrôle sans extrait après 30 min. 

DOéchantIIon : représente l'absorbance en présence d'extrait après 30 min. 

La variation des pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations d'extrait nous a 

permet de calculer la concentration efficace (efficient concentration value: EC 50). Cette 

dernière est définie comme la quantité d'antioxydant nécessaire pour diminuer la 

concentration initiale du DPPI-I à 50%. 
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Chapitre 5 :L ' activité antimicrobienne 

1. Evaluation de l 'activité antimicrobienne 

Les tests antibactériens et antifongiques ont pour but de rechercher l'activitébiologique de 

l'extrait brut de Pituranthos chloranthus vis-à-vis des différents microorganismes. 

1..1.Les souches testées 

Les microorganismes utilisés dans notre étude sont mentionnés dans le Tableau 7. 

Tableau 7: Les souches utilisées dans les différents tests antimicrobiens 

Microorganismes Gram Code ORIGINE 

Siaphylococcus aureus ATCC 6538 vINHN 

Micrococcus luteus 
Positif  

ATCC 9341 

Listeria monocytogenes ATCC 15313 LAPRONA 

Pseudomonas aeruginosa 

négatif 

ATCC 27853 vINHN 

Escherichia coli ATCC 8739 

Kiebsiella pneumonia ATCC 13047 APRONA 

Candida albicans ATCC 10231 .APSAB 

MNHN: Museum Nationald'Histoire Naturel, Paris. 

LAPRONA: Laboratoire des Produits Naturels. 

LAPSAB: Laboratoire antibiotiques antifongiques, physico chimique, synthèse et activités biologiques 

ATCC : American Type Culture Collection 

1.2. Conservation des souches 

Elle a été réalisée par ensemencement des souches isolées sur gélose nutritive inclinée en 

tubes à essais, les cultures pures sont conservées à + 4°C à l'obscurité. 

1.3.Les milieux de culture utilisés 

Suivant les méthodes employées dans l'essai et selon les souches,nous avons utilisés les 

milieux de culture suivants: 
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Tableau 13: Interprétation des diamètres des zones d'inhibition pour Pseudomonas 

aeruginosa(CASFM, 2012). 

Antibiotiques Lecture de 
l'antibiogramme 

Amoxicil Iine+acide clavulanique I 

gentamicine R 
Acide nalidixigue R 
Oxacilline R 
Bacitracine R 
Spyramicine R 
Cefalexine R 
Colistine S 
Lincomycine R 
Cotrimoxazole R 
Doxycycline R 
Ampicilline R 
Neomicyne R 

S: Sensible, I : Intermédiaire, R: Résistante. 

1.1 .3Klebsie!lapneumoniaeATCC 13047 

Nous avons constaté une sensibilité de la souche K.pneumoniae testée vis-à-vis de 

neomycine, cotrimoxazole, colistine et gentamicine avec des zones d'inhibitions de l'ordre de 

21, 21, 17 et 16mm respectivement et une résistante pour les autres antibiotiques (figure 14, 

annexe 9, tableau 14). 

25 

20 
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jç 

Les antibiotiques 

Figure 14: Distribution des diamètres des zones d'inhibition en fonction des antibiotiques 
testés sur Klebsiella,pneumoniaeATCC 13047. 
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D'après le tableau 14et la figure 14.Klebsiella pneumoniae est sensible aux quatre 

antibiotiques (neomycine, cotrimoxazole, colistine et gentamicine) et résistante par rapport 

aux autres. 

Tableau 14: Interprétation des diamètres des zones d'inhibition pour Klebsiellapneumoniae 

(CASFM, 2012). 

Antibiotiques Lecture de  
l'antibiogramme 

Amoxicilline+acide clavulanique R 

Gentamicine I 
Acide nalidixique R 
Oxacilline R 
Bacitracine R 
Spyramicine R 
Cefalexine R 
Colistine S 
Lincomycine R 
Cotrimoxazole S 
Doxycycline R 
Ampicilline R 
Neomicyne S 

S : Sensible, I: Intermédiaire, R: Résistante. 

Photos3: Antibiogramme de Klebsiellapneumoniae. 

1.1 .4Staphylococcus aureus ATCC 6538 

Concernant la souche S.aureus, nous avons vue qu'il y a une inhibition par la gcntamicine, 

acide nal idixique, colistine, cotrimoxazole, la neomycine,cefalexine et 1' ampiciline(figu re 

15,annexe I0.tableau 15). 
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- 	Figure 15: Distribution des diamètres des zones d'inhibition en fonction des antibiotiques 

testés sur Staphylococcus aureusATCC 6538. 
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- 	 Selon le tableau 15 et la figure 15, S.aureus est sensible presque à la moitié des 

antibiotiques testés et résistante aux restes. 

Tableau 15: Interprétation des diamètres des zones d'inhibitionpour Siaphylococcus 

aureus(CASFM, 2012). 

Antibiotiques Lecture de 
l'antibiogramme 

Amoxicilline+acide clavulanique R 

Gentamicine S 
Acide nalidixique S 
Oxacilline R 
Bacitracine R 
Spyramicine R 
Cefalexine I 
Colistine S 
Lincomycine R 
Cotrimoxazole S 
Doxycycline R 
Ampicilline I 
Neomicyne S 

S : Sensible, I : Intermédiaire, R: Résistante. 
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Photos4: Antibiogramme de Staphylococcus aureus. 

1.15Micrococcusluteus ATCC 9341 

D'après la figure 16 et l'annexe 11 (tableau 16),M1uteus est sensible auxcotrùnoxazole, 

gentamycine, neomycine, I'amoxicilline + acide clavulanique, colistine , spyramicine et 

l'ampicilline avec des zones d'inhibitions de 33, 27, 25,18,17,17 et I 6mm respectivement et 

résistante pour les autres antibiotiques. 

AMC GEN NAL OXA B SPI LEX COL L SXT DOX AMP NEO 

Les antibiotiques 

Figure 16 : Distribution des diamètres des zones d'inhibition en fonction des antibiotiques 

testés sur MicrococcusluteusATCC 9341 
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De même que Miuleus est sensible aux antibiotiques gentamycine, colistine ,cotrimoxazole et 

la neomycine et présente une inhibition intermédiaire pour l'amoxicilline + acide 

clavulanique, spyramicine et ampicilline et une résistante pour les autres antibiotiques 

(Tableau 16, Figure 16). 

Tableau 16: Interprétation des diamètres des zones d'inhibitionpour Micrococcusluteus. 

(CASFM, 2012). 

Antibiotiques Lecture de 
l'antibiogramme 

Amoxicilline+acide clavulanique I 

Gentamicine S 
Acide nalidixigue R 
Oxacilline R 
Bacitracine R 
Spyramicine R 
Cefalexine R 
Colistine S 
Lincomycine R 
Cotrimoxazole S 
Doxycycline R 
Ampicilline I 
Neomicyne S 

S: Sensible, I: Intermédiaire, R: Résistante. 

Photos5 : Antibiogramme de Pseudomonas aeruginosae. 
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1.1.6Listeria monocytogenes ATCC 15313 

La figure 17 et l'annexe ll(tahleau 17)ont montré que la souche L.monocyiogenes est 

sensible à la gentamicine et la colistine avec les diamètres 20 et 1 6mm respectivement et 

résistante aux autres antibiotiques. 
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Figure 17: Distribution des diamètres des zones d'inhibition en fonction des antibiotiques 

testés sur Listeria monocytogenesATCC 15313. 

Le tableau 17 révélé une résistante de L.monocylogenes vis-à-vis de tous antibiotiques à 

l'exception de leur sensibilité auxgentamicines et la colistine. 

Tableau 17: Interprétation des diamètres des zones d'inhibition pour Listeria 

monocytogenes(CASFM, 2012). 

Antibiotiques Lecture de 
l'antibiogramme 

Amoxicilline+acide clavulanique R 

Gentaniicine - S 
Acide nalidixique R 
Oxacilline R 
Bacitracine R 
Spyramicine R 
Céfalexine R 
Colistine S 
Lincomycine R 
Cotrimoxazole R 
Ampicilline R 
Neomicyne R 

S: Sensible. 1 : Intermédiaire, R: Résistante. 
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2. Pouvoir antifongique 

Afin de tester le pouvoir antifongique de la levure Candida albicans, nous avons mis en 

présence de la nystatine à 30 p.g ou elle a révélé une résistante totale par rapport à celle-ci. 

3. Pouvoir antimicrobien des différents extraits: 

Nous rapportons sur tableau 18 les diamètres des zones d'inhibition (mm) des différents 

extraits de P. chloranthus relatifs aux souches bactériennes testées. 

Tableau 18 :Les diamètres des zones d'inhibition de P. chloranihus pour les six 

souchesbactériennes 

Diamètre en mm 

Les souches testées Extrait brut 
méthanolique 	 DMSO 
(C) = 300mg/ml  

Staphylococcus aureusATCC 6538 7.0 00 

Micrococcus luteusATCC 9341 00 00 

Lisleria monocytogenes 	ATCC 15313 00 00 

Escherichia coli 	ATCC 8739 00 00 

Pseudomonas aeruginosaATCC 27853 00 00 

Klehsiellapneumonia 	ATCC 13047 00 00 

L'extrait brut méthanolique de P. Chlorant hus dont la concentration est égale à 300 

mg/ml n'a pas bloqué la croissance bactériennes testées, à l'exception d'une faible inhibition 

de l'ordre de 7mm a été démontrée sur Staphylococcus aureus, bactérie Gram positif. L'hyper 

résistance de la souche Staphylococcus aureus A TCC peut s'expliquer par la probabilité de la 

sensibilité des bactéries Gram (+) aux changements environnementaux externes, tels que la 

température, le pH, et à l'absence de la membrane externe(Balentine et aI., 2006). 

Les autres extraits (l'extrait aqueux, la fraction aqueuse, la fraction méthanolique) nous a 

révélée une inefficacité sur toutes les souches bactérienne qu'on a étudiées. 
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La levure Candida albicans apparu plus résistante vis-à-vis de notre extrait, donc ce 

dernier est sans effet sur la croissance de cette levure(Tableau 19). 

Tableau 19 :Les diamètresdes zones d'inhibition de P.chloranthus pour la levure testée(en 

mm). 

Les souches testées Extrait Fraction Fraction DMSO 

méthanolique méthanolique méthanol ique 

Candida albicans 00 00 00 00 

ATCC 10231 

Il a été rapporté par (Bouaziz et aI.,2009) queles extraits obtenus par l'hexane et l'eau 

de Piluranthos chloranihus ont révélé une activité inhibitrice sur P.aeruginusae et E.coli avec 

des zones d'inhibition 14 et 12mm. 

D'après les travaux de (Athamena et al.,2010),Staphylococcus aureus ATCC une 

bactérie Gram (+), s'est révélée sensible à l'extrait hydro-méthanolique de Cuminumcyminum 

L. (famille des Apiacées ) avec des zones d'inhibition de 16.33 ± 0.58 mm avec 101.tl par 

disque. 

L'hypersensibilité de la souche Staphylococcus aureus ATCC peut s'expliquer par la 

probabilité de la sensibilité des bactéries Gram (+) aux changements environnementaux 

externes, tels que la température, le pli, et à l'absence de la membrane externe(Balentineet 

al., 2006).Les polyphénols, tels que les tannins et les flavonoïdes comme l'épigallocatéchine, 

la catéchine, la myricétine, la quercétine(Shan et al., 2007) et lutéoline(Askunet a/.,2009) 

sont des substances antibactériennes importantes, l'inefficacité des extraits de notre plante 

nous laisse supposer que les polyphénols a pouvoir antimicrohien sont totalement absent, 

cette hypothèse pourrait être confirmé par des analyses chromatographiques L-IPLC /SM. 

Selon les travaux de (Benmekhbietal., 2008), l'extrait butanoliquc de 

Piluranthosscoparius (l28jigIml), suivant la méthode de diffusion de disque a montré une 

bonne activité antibactérienne contre les microorganismes Escherichia coli ATCC 25922, 

Pseudomonas aerogénosa ATCC27853, et Staphylococcus doré avec des zones d'inhibition 

de l'ordre de 30mm. 
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Les résultats de l'activité antifongique obtenue par (Athamena et al., 2010) ont montré 

l'inefficacité de l'extrait brut hydro-méthanolique du Cuminumcyminum L. contre l'ensemble 

des souches testées (Candida albicans et Candida kefyr et Aspergilus figer. Par conséquent, 

les résultats de (Ertiirk, 2006), ont démontré des zones d'inhibition de 14 mm de l'extrait 

éthanolique du Cumin vis-à-vis de Candida aihicans, ce qui peut expliquer que l'activité 

antifongique dépend du solvant utilisé pour l'extraction, cela nous laisse pensé que chaque 

solvant est sélectif pour une famille de polyphénol, donc il réagit différemment avec tel ou tel 

type de famille de polyphénols en mettant en évidence tel type de polyphénols et pas d'autre. 

Nous pouvons conclure que nos extraits n'ont aucune activité antimicrobienne malgré 

l'utilisation de forte concentration de l'ordre du milligramme par rapport aux autres travaux 

réalisés, avec des concentrations très faibles de l'ordre du microgramme, on pourra émettre 

l'hypothèse que notre plante ne renferme pas de polyphénols a fort pouvoir antimicrobien 

comme la quercétine et de la catéchine deux flavonoïdes doués d'activité 

antibactérienne,(Shan et al., 2007),ou bien la methode qu on a utilisé n est pas bien adapté 

pour ce type d activité antimicrobienne. 
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Conclusion générale 

La valorisation des espècesendémiques sahariennes en dehors des plantes médicinales 

classiques, souvent officinales, connues sontutilisées depuis plus ou moins longtemps, 

il reste encore beaucoup à faire pour dresser l'inventaire complet des espèces 

susceptibles d'application thérapeutique, il faudra étudier toutes les plantes utilisées en 

médecine populaire indigène. Pour cela, nousnous sommes intéressés à l'étude de 

Piihurantos chloranthus qui est une plante très utilisée par la population saharienne 

contre les céphalées et comme anti-inflammatoire. 

Ce travail rentre dans le programme de recherche de notre laboratoire 

(substances naturelles), c'est un axe qui s'intéresse à la valorisation des plantes 

sahariennes à caractère médicinal. Nous nous sommes proposé de caractériser 

qualitativement et quantitativement les métabolites bioactifs, dont les composés phénoliques 

restent une famille importante. Dans un premier temps, notre étude a été axé sur le côté 

phytochimique de la plante et le dosage des composés phénoliques, en second lieu on a évalué 

l'activité anti oxydante et enfin l'activité anti- microbienne des extraits de la partie aérienne 

de la plante. 

La synthèse de nos résultats nous a permis de conclure: 

•• La présence des flavonoïdes, des saponosides, des tannins, des hétérosides, des stérols 

des stéroïdes et des coumarines. 

+ Le rendement le plus important se retrouve au niveau de l'extrait méthanolique avec 

une valeur de 11.07%. 

+ La quantification des composés phénoliques, nous montre que la plus forte teneur en 

phénols totaux est de 15.905 ± 2.38mg EAG/g de MS pour l'extrait méthanolique, 

alors que pour les différents autres extraits, sont classés comme suit: la fraction 

aqueuse 12.58± 0.06mg EAG/g de MS, l'extrait brut aqueux 4.089 ± 0.38(mg EAG/g 

de MS et la fraction méthaloniquel.137 ± 0.07 mg EAG/g de MS. 

•• Les pouvoirs antioxydants par les trois tests CAT, FRAP et DPPH révèlent que: 

• Une capacité antioxydante totale la plus élevé est enregistrée avec l'extrait 

méthanolique de 10.32 ±0.73 EAAIg de MS puis par ordre décroissant vient 

l'extrait aqueux de 7.16 ± 0.029 EAA/g de MS, la fraction aqueuse4.497 

±0.13 EAA/g de MS et la fraction méthanolique de 1.414 ±0.14 EAA/gde 

MS. 



Conclusion générale 

Le pouvoir réducteur utilisant la méthode (FRAP) des différant extraits 

montre que c'est la fraction aqueuse qui possède un pouvoir modéré à réduire 

le fer avec un EC 50  de l'ordre de 0.830 ± 0.03 mg /ml comparé à l'antioxydant 

standard utilisé dans notre cas l'acide ascorbique avec une valeur de 

0.063±0,002 . 

• Pour ce qui est du piégeage du radical DPPH,nous avonsconstaté une certaine 

activité anti radicalaire classé par ordre décroissant, il s'agit de la fraction 

aqueuse, extrait aqueux, extrait brut méthanolique avec des valeurs de EC 50 

de l'ordre de 1.407 ± 0.054, 1.716 ± 0.001 etl.722 ± 0.062 (mg/ml) qui sont 

inférieurs à l'acide ascorbique avec 0.11. 

• 

• L'activité antimicrobienne par la méthode de diffusion de disque de nos 

extraits de P. chloranihus , nous a révélé que toutes les souches bactériennes 

testées sont résistantes. Nous pouvons déduire que nos extraits sont faiblement 

actifs sur ces souches. 

Tous ces résultats obtenus in vitro ne sont qu'un début dans la recherche des molécules 

bioactives de notre plante P.chloranthus pour cela on pourra envisager d'autres perspectives, 

à savoir: 

Elargir le panel des activités antioxydantes et antimicrobienne in vitro et in 

vivo. 

> D'exploiter ces molécules en biotechnologie, et plus spécialement dans 

l'industrie agro-alimentaire en substituant les antioxydants synthétiques du 

faite de leur toxicité sur la santé humaine. 

Enfin isoler et caractériser les principes actifs par les méthodes d'analyses 

(CLHP/SM et RMN) responsablesdes propriétés pharmacologiques. 

Essayer d'autres méthodes pour tester le pouvoir antimicrobien. 

M. 
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Annexe I 

Réactifs de caractérisation 

Amidon 

L'amidon est caractérisé par un réactif spécifique connu sous le nom d'amidon. Ce dernier a 
été préparé comme suit: 

y' Dissoudre 1,2 g d'iode dans 50 ml d'eau distillée contenant 2,5 g d'iodure de 
potassium; 

V' Chauffer pendant 5 minutes; 

V' Diluer jusqu'à 500 ml. 

La détection d'amidon s'effectue comme suit 

V' Chauffer 5 ml de la solution à tester avec 10 ml d'une solution de NaC1 saturée dans 
un bain-marie jusqu'à ébulution; 

V' Ajouter le réactif d'amidon. 

Un test positif est révélé par l'apparition d'une coloration bleu-violacée. 

Alcaloïdes 

La caractérisation des alcaloïdes se fait par: 

• Réactif de Mayer: la préparation de ce réactif s'effectue comme suit: 

V' Dissoudre 1,358 g de HgC12 dans 60 ml d'eau; 

V' Dissoudre 5 g de KI dans 10 ml d'eau; 

V' Mélanger les deux solutions puis ajuster le volume total à 100 ml d'eau. 

Les alcaloïdes donnent avec ce réactif un précipité blanc 

• Réactif de Wagner: ce réactif a été préparé comme suit: 

V' Dissoudre 2 g de K! et 1,27 de 12 dans 75 ml d'eau; 

V' Ajuster le volume total à 100 ml d'eau. 

Les alcaloïdes donnent avec ce réactif un précipité brun. 



Annexe 2 

Les rendements (%) des différentes fractions et extrait de la partie aérienne de Pituranthos 
chloranthus. 

Extrait ou fraction Rendements % 

Extrait aqueux 8.23 

Extrait méthanolique 11.07 

Fraction aqueuse 2.63 

Fraction méthanolique 7.68 

Calculs des teneurs en phénols totaux de la partie aérienne de Pituranthos chloranthus 

Extraits Teneur en phénols totaux 

(mg EAG/g de MS) 

Extrait méthanolique 15.905± 2.38 

Extrait aqueux 4.089±0.38 

Fraction méthanolique 1.137± 0.07 

Fraction aqueuse 12.58±0.06 



Annexe 3 

Résultatde la capacité antioxydante totale (CAT) trouvé pour les différents extraits et les 
fractions de la partie aérienne de Piluranthos chloranthus 

Extraits Concentration 	(mg EAA/g MS) 

Extrait méthanolique 10.32 ±0.73 

Extrait aqueux 7.16 ± 0.029 

Fraction méthanoliquc 1.414 ±0.14 

Fraction aqueuse 4.497 ±0.13 



Annexe 4 

Résultat du test de DPPH trouvé pourl'extrait brut méthanolique et l'extrait brut aqueuxde 
la partie aérienne de Pituranthos chloranthus 

Concentrations 

(mg/MI) 

% d'inhibition 

Extrait brut méthanolique Extrait brut aqueux 

12 95.027 - 

6 93.852 90.663 

3 79.667 70.437 

1.5 41.554 46.033 

0.75 22.028 24.841 

0.375 8.091 12.2.64 

0.1875 - 2.458 

Résultat du test de DPPH trouvé pour la fraction aqueuse et la fraction méthanoliquede la 
partie aérienne de Pituranthoschloranihus 

Concentration (mg/ml): % d'inhibition 

fraction aqueuse fraction méthano tique 

25 - 91.954 

12.5 94.297 67.872 

6.25 93.734 39.625 

3.125 86.278 19.548 

1.562 51.824 16.972 

0.781 29.711 9.844 

0.39 16.941 9.368 

0.195 8.296 5.292 



Annexe5 

Résultat du test de FRAP trouvé pour la fraction aqueuse et l'extrait aqueuxde la partie 
aérienne de Pituranthos chloranthus 

Concentrations mg/ml MoyenneDø 

Extrait aqueux Fraction aqueuse 

30 2.060 - 

20 1.281 - 

15 0.980 - 

10 0.630 1.638 

7.5 0.557 - 

5 0.378 1.546 

2.5 - 1.118 

1.25 - 0.696 

0.625 - 0.407 



Annexe 5 

Résultat du test de FRAP trouvé pour la fraction aqueuse et l'extrait &jueuxde la partie 
aérienne de Pituranihos chloranthus 

Concentrations 
mg/MI 

DO Moyenne 

Extrait brut 
méthanolique 

Fraction méthanolique 

8 - 0.8119 

4 1.0759 0.4548 

2 0.6082 0.2082 

1 0.3587 0.104 

0.5 0.2785 - 

0.25 0.0968 - 

0.125 0.0422 - 



Annexe 6 

Composition des milieux de culture 

Mudier Hinton ARar (MH): 

Infusion de viande de boeuf ...............................300g 

Hydrolysat de caséine ........................................17,5 

Amidon.................................................................. 1,5 

Agar......................................................17 

Eau distillée ............................................. iL 

B.H.LB 

Protéose-peptone ............................................... I 0.Og 

Infusion de cervelle de veau ............................. 12,5g 

Infusion de coeur de bœuf ........ ........................... 5g 

Glucose...................................................................2g 

Chlorure de sodium.................................5g 

Hydrogénophosphate de sodium............... 2,5g 

Bouillon Sabouraud 

Peptone de gélatine ..............................................10g 

Glucose.................................................................20g 

Eau distillée .................................................... I 000ml 

pH..........................................................................5,6 

- 	Sabouraud 

Peptone de gélatine ..............................................10g 

Glucose.................................................................20g 

Agar...................................................................... 17g 

Eau distillée .................................................... 1000m! 

pH..........................................................................5,6 


