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Avant- propos

Les travaux qui ont fait 1’objet de cette présente theése ont été réalisés au laboratoire
Antibiotiques Antifongiques : Physico-chimie, Synthése et Activité Biologique (LapSab),
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, des Sciences de la Terre et de 1’Univers,
Université Aboubekr Belkaid, Tlemcen - Algérie.

Notre problématique s’inscrit dans un axe de recherche pluridisciplinaire qui concerne 1’étude
des activités biologiques et pharmacologiques des plantes médicinales utilisées en médecine

traditionnelle.

L’approche ethnopharmacologique a été adoptée afin de recenser et inventorier les plantes
utilisées par la population de 1’Ouest et du Sud-Ouest Algérien. Les plantes sélectionnées sont
étudiées pour leur efficacité et leur toxicité. L’étude phytochimique du matériel végétal est
également entreprise en vue de déterminer leur composition en composés naturels et de

rechercher les composés actifs.
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Résumé

L’antibiorésistance est devenue un probléme majeur de santé publique a 1’échelle mondiale.
Les micro-organismes responsables des maladies infectieuses deviennent insensibles aux
antimicrobiens conventionnels. Ainsi, la recherche de nouvelles molécules actives devient
impérieuse afin de lutter contre ce phénomene. Les composés naturels, issus de plantes
constituent une voie intéressante a explorer. Cette étude est consacrée a I’évaluation des
propriétés antimicrobiennes et antioxydantes d’extraits aqueux et organiques de Pituranthos
scoparius Benth et Hook, plante médicinale native du Sahara. Elle a été sélectionnée sur la
base d’une enquéte ethnopharmacologique réalisée auprés de la population de la région de
Béchar, qui a révélé que cette plante est utilisée comme reméde pour soigner de nombreuses
maladies. L’analyse phytochimique des extraits a révélé une composition et une répartition
variable en métabolites secondaires selon 1’organe de la plante, le solvant et la méthode

d’extraction utilisée.

L’évaluation de I’activité antioxydante des différents extraits a été faite par deux méthodes, le
piégeage du radical libre DPPH et la réduction du fer (FRAP). Les résultats montrent que les
extraits présentent une activité antioxydante intéressante. L’étude de [Dactivité
antimicrobienne des extraits vis-a-vis d’un certain nombre de souches bactériennes, de levures
et de moisissures par des techniques qualitatives et quantitatives standardisées afin de
déterminer les CMI et les CMB a montré que le pouvoir antimicrobien des extraits bruts
eau/méthanol et eau/acétone obtenus par macération pendant 24h de la partie aérienne, est

plus important comparé a celui des autres extraits.

L’évaluation de la cytotoxicité des extraits de Pituranthos scoparius a montré que les extraits
obtenus par la technique d’extraction sous reflux en chauffant sont moins toxiques que les

autres.

En conclusion, ces résultats préliminaires nous ont permis de mettre en évidence I’effet
antimicrobien et antioxydant des extraits bruts de Pituranthos scoparius, qui méritent des
études chimiques et biologiques approfondies afin d’identifier et de caractériser les composés
responsables de ces activites et tenter de connaitre leurs mécanismes d’action en vue d’étre
utilisés comme agent antimicrobien seuls ou comme adjuvant aux antimicrobiens

conventionnels.

Mots clés: plante médicinale, Pituranthos scoparius, métabolites secondaires, activité

antibactérienne, activité antifongique, activité antioxydante, toxicité.



Abstract

Antibiotic resistance has become a major public health problem over the world. The micro-
organisms responsible for the infectious diseases become immune to conventional
antimicrobials. Thus the research for new active molecules becomes imperative. The natural
compounds from plants are an interesting source to explore. This study is devoted to the
evaluation of antioxidant and antimicrobial properties of aqueous and organic extracts from
Pituranthos scoparius Benth and Hook, native medicinal plant of the Sahara. The plant was
selected on the basis of ethnopharmacological investigation of the population of Bechar,
which revealed that this plant is used as a remedy to cure many diseases. The phytochemical
analysis of extracts revealed a variable composition and distribution of secondary metabolites
according to the organ of the plant, the solvent and the extraction method.

The evaluation of the antioxidant activity of different extracts was done by two methods:
trapping of free radical DPPH and the reduction of iron (FRAP). The results show that the
extracts have interesting antioxidant activity. The antimicrobial activity of different extracts
was determined on bacterial strains, yeast and mold, using standardized qualitative and
guantitative techniques to determine the MIC and MBC. The results show that the
antimicrobial potency of the crude extracts aqueous/methanol extract and aqueous/acetone
extract obtained by maceration (24h) of the aerial part is more important compared to other
extracts. The evaluation of the cytotoxicity of extracts of Pituranthos scoparius showed that
the  extracts obtained by heating are less toxic than the others.
In conclusion, these preliminary results have allowed us to highlight the antioxidant and the
antimicrobial effect of crude extracts of Pituranthos scoparius that deserve extensive
chemical and biological studies to identify and characterize the compounds responsible for
these activities and attempt known to elucidate their mechanism of action in order to be used

as antimicrobial agent alone or an adjunct to conventional antimicrobials.

Keywords: Medicinal plant, Pituranthos scoparius, secondary metabolites, antibacterial

activity, antifungal activity, antioxydant activity, toxicity.
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La découverte et le développement d'antibiotiques ont conduit a une amélioration
considérable de la capacite a traiter les maladies infectieuses et constituait une grande
prouesse de la médecine moderne et une avancée majeure pour I’humanité au 20°™ siécle.
En 1928, le scientifique britannique, Alexander Fleming a accidentellement observé un
potentiel bactéricide de Penicillium notatum, et donc le premier antibiotique, la pénicilline,
était découvert. Par la suite, le cours de la découverte de médicament et de la thérapie a
complétement changé (Liu et al., 2004). A I'neure actuelle, en raison de I'utilisation excessive
et inadéquate des antibiotiques, cette avancée se trouve largement compromise par le
phénomeéne d’antibiorésistance, qui s’est développé et s’est répandu [(Kollef, 2001) ;
(Komolafe, 2004) ; (Salgado et al., 2005)].

Par ailleurs, et malgré le progres réalise par la chimie pharmaceutique ces derniéres
décennies, en particulier la chimie combinatoire, qui permet la synthése d’un grand nombre
de nouvelles molécules originales et de la grande capacité de criblage pharmacologique a haut
débit, trées peu de ces molécules ont atteint le stade d’usage clinique comme agents
antimicrobiens, en raison de leur toxicité ou effets secondaires ou autres problémes d’ordre

pratique multiples (Singh, 2012).

Face a ces nombreux obstacles, il est indispensable de rechercher de nouvelles substances
antimicrobiennes efficaces et a large spectre d’action. L’une des stratégies consiste a explorer
les plantes utilisées en médecine traditionnelle comme source de nouvelles molécules douées

des propriétés antimicrobiennes [(Omolo et al., 2004) ; (Singh, 2012)].

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), environ 80% de la population mondiale
dans les pays en développement, pour des raisons socio-économiques et culturelles,
dépendent essentiellement des plantes médicinales pour se soigner et traiter des maladies

aussi bien bénignes (rhume, maux d’estomac...) que grave (cancer, paludisme, diabete...)

(Chin et al., 2006).

Les vertus thérapeutiques de plantes sont dues a leurs métabolites secondaires appelés aussi
"*composes naturels™, ce sont des composés organiques qui contribuent a I'activité biologique
de la plante en assurant un rdle défensif contre les prédateurs (herbivores, insectes, micro-
organismes) ou protecteurs des tissus végétaux contre les rayonnements ultra-violet nocifs ou

attirant des pollinisateurs pour assurer la reproduction de 1’espéce (Treutter, 2005).
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Les composés naturels sont le plus souvent des molécules de faible poids moléculaire
inférieur a 3000 daltons et présentent une diversité structurale considérable, plus de 100 000

substances sont identifiées actuellement [(Epifano et al., 2007) ; (Kinghorn et al., 2009)].

Les groupes majeurs de composes naturels peuvent étre classes en trois grandes classes, les
composés phénoliques (tanins, lignine, mélanine, flavonoides), les composés azotés
(alcaloides, bétalaine, hétérosides cyanogeénes et glucosinolates), et les terpenes (Bruneton,
1999). lls ont des intéréts multiples mis & profit dans I’industrie : agro-alimentaire (additif

alimentaire), cosmétique (parfum...), pesticide...

Par ailleurs, I’effet conservateur des aliments par de nombreuses plantes aromatiques,
condimentaires ou épices suggére la présence d'antioxydants et de constituants antimicrobiens
dans leurs tissus (Hirasa et Takemasa, 1998). Ainsi, un intérét croissant a été accordé aux
antioxydants naturels en vue de leur utilisation dans la conservation des aliments ou comme
médicaments, a la place des antioxydants de synthese qui présentent des effets secondaires
indésirables (Velioglu et al., 1998).

L’ Algérie, par sa position géographique, offre une trés grande diversité écosystémique qui se
traduit par une diversité floristique, il est aussi I’un des pays méditerranéens dont les
populations s’adonnent depuis trés longtemps a des pratiques médicales traditionnelles et ont
acquis un savoir-faire dans ce domaine par I’emploi des plantes médicinales (Abdelguerfi et
Ramdane, 2003).

L’une des voies de valorisation de ce patrimoine consiste a la connaissance et I’identification
des ressources naturelles susceptible de fournir des composés possédant des activités

biologiques ou pharmacologiques exploitables.

C’est dans cette optique que s’inscrit notre travail. En se basant sur les résultats d’une enquéte
ethnopharmacologique effectuée auprés de la population de la région de Béchar, nous nous
sommes intéressés a 1’étude phytochimique et 1’évaluation de quelques activités biologiques

des extraits d’une plante nommé Pituranthos scoparius appelée localement « Guezzah ».
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C’est pourquoi, nous avons entrepris cette étude qui a porté sur :

Une étude ethnopharmacologique ;

La mise en éevidence des differentes familles chimiques dans les extraits en utilisant
des réactifs spécifiques ;

La détermination de I’activité antioxydante des extraits issus de la plantes par la
méthode de DPPH et FRAP ;

L’évaluation de I’activité antibactérienne et antifongique des extraits de Pituranthos
scoparius ;

L’étude de I’activité hémolytique de certains extraits actifs de la plante vis-a-vis des

globules rouges humains.
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1. Maladies infectieuses

L'infection microbienne est le résultat de I'agression de lI'organisme par un germe pathogene
(bactéries, champignons levuriformes ou filamenteux, virus et parasites). La maladie
infectieuse apparait quand la virulence du germe dépasse les moyens de défense de I'individu
(Rappuoli, 2004). Selon I'Organisation Mondiale de la Santé, 7,6 millions de déces sont
survenus chez des enfants de moins de 5 ans en 2010, parmi eux 38% ont été causés par des
maladies infectieuses (OMS, 2012). Quant aux adultes, les principaux types d’infections
responsables de mortalité sont les infections respiratoires aigiies (pneumonie, grippe...),
le sida, les maladies diarrhéiques, les méningites, les maladies sexuellement transmissibles,
les infections nosocomiales, la tuberculose et le paludisme. Plus de 90 % des maladies
infectieuses humaines surviennent dans les pays en développement. Elles touchent
particulierement les enfants, dans les régions les plus déshéritées ou I’hygiene générale et
individuelle est insuffisante et ou la politique de prévention est inexistante ou inadaptée
(McMichael, 2004). Par ailleurs, le développement industriel génére aussi dans les pays
industrialisés de nouvelles conditions d’émergence infectieuse, comme les infections
alimentaires par des agents pathogénes qui proviennent de la chaine du froid ou de

I’industrialisation de la chaine alimentaire (McMichael et Butler, 2004).

Les principaux agents pathogénes émergents et ré-émergents qui montrent une résistance aux

antibiotiques sont indiqués dans le tableau N°01.



Premiére partie

Synthese bibliographique

Tableau N°01 : Les principaux bactéries et champignons pathogénes émergents et ré-
émergents [(Kariuki et Hart, 2001) ; (Lima-Filho et de Aguiar Cordeiro, 2014)].

Micro-organismes

Maladies provoquées

Staphylococcus aureus résistant a la
méticilline (MRSA) et Staphylococcus
aureus résistant a la vancomycine (VRSA)

Infections de la peau, pneumonie.

Streptococcus pneumoniae résistant a la

pénicilline et aux macrolides

Pneumonie, bactériémie, otite moyenne,

méningite, sinusite.

Enterococcus faecalis résistant a la

vancomycine

Infections des voies urinaires, endocardite,

bactériémie, méningite.

Neisseria meningitidis résistant a la

pénicilline

Méningite a méningocoques.

Enterobacter cloacae, Enterobacter

aerogenes, et les autres Entérobactéries.

Infections nosocomiales (pneumonie,
bactériémie...) et infections acquises en
communauté (infections de la peau et infections

des voies urinaires).

Pseudomonas aeruginosa multirésistante

Infections nosocomiales (pneumonie, infections

des voies urinaires et bactériémie).

Acinetobacter baumannii multirésistante

Bactériémie, pneumonie, méningite.

Candida albicans et les espéces Candida

non- albicans (C. tropicalis, C. krusei)

Mycoses cutanéo-mugueuses et invasives.

Cryptococcus neoformans

Meéningite.

Aspergillus fumigatus

Pneumonie, meningite.
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1.1. Traitement des maladies infectieuses

La prise en charge et la prévention des maladies infectieuses se réalise essentiellement par

I’usage de médicaments (chimiothérapie), I’utilisation des vaccins (immunisation) et des

mesures d’assainissement de I’environnement (meilleures conditions d’hygiéne, de

nutrition...) (Walsh, 2003).

1.1.1. Traitement des infections bactériennes : les antibiotiques

Les antibiotiques sont des molécules d’origine naturelle, semi-synthétique ou synthétique, qui

sont soit bactériostatiques ou bactéricides. Certains antibiotiques peuvent étre

bactériostatiques dans certaines circonstances et concentrations, et bactéricides dans d’autres

(Walsh, 2003).

Les antibiotiques sont groupés en cing classes en rapport avec leurs cibles d’action dans les

bactéries :

- La synthése de la paroi bactérienne (B lactamines) : cette classe d’antibiotique agit sur la
synthese du peptidoglycane, en se fixant sur les protéines membranaires, aussi appelées
Protéines de Liaison aux Pénicillines (PLP). L'inhibition des PLP aboutit a I'inhibition de
la formation des ponts pentacycliques responsables de la structure réticulée de la paroi
(Le Minor et Veron, 1989).

- La membrane cellulaire (polymyxines) : les antibiotiques de cette classe agissent soit
comme des détergents qui désorganisent les lipides, soit en formant des pores dans la
membrane qui va permettre la fuite des composés cellulaires (Cattoir, 2006).

- La synthese des protéines par les bactéries (les aminoglycosides) : les aminoglycosides
se lient de manicére irréversible au ribosome 30S et bloquent le complexe d’initiation 30S
(30S-mRNA-tRNA), de maniere a ce qu’aucune initiation n’ait plus lieu.
Les aminoglycosides ralentissent également la synthése des protéines qui ont déja initiée
leur traduction et induisent une mauvaise lecture de I’ARNm (Yala et al., 2001).

- La synthese de PADN ou de I'ARN bactérien (quinolones pour ’ADN et rifampicine
pour I’ARN) : les quinolones inhibent sélectivement la synthése de I’ADN bactérien en
agissant sur deux enzymes impliqués dans cette synthése : I’ADN gyrase et ’ADN topo-
isomerase 1V [(Le Minor et Veron, 1989) ; (Bryskier, 1999)].

- La synthése des folates (sulfamides): cette classe comprend la combinaison de
sulfaméthoxazole et de triméthoprime. Chacune des molécules blogue une étape de la

synthese des folates ; le sulfaméthoxazole blogue la dihydroptéroate synthétase, tandis que
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le triméthoprime inhibe la dihydrofolate reductase (DHFR), enzyme clé fournissant les
thymidylates pour la biosynthése de I’ADN (Adam et Drouillard, 2003).

1.1.2. Traitement des infections fongiques : les antifongiques

Les infections fongiques invasives ont un impact majeur sur la mortalité et la morbidité, ainsi
que sur la durée et le colt d’hospitalisation, parmi les patients dont le systéme immunitaire est
diminué notamment par des maladies immunosuppressives (sida, chimiothérapie
anticancéreuse...) ou des interventions chirurgicales lourdes (greffe d’organes)

[(Blignaut et al., 2002) ; (Kibbler et al., 2003) ; (Arendrup et al., 2011)].

Les levures du genre Candida font partie du microbiote intestinal, vaginal, et du tube digestif
chez I’étre humain (Shao et al., 2007). Elles sont a 1’origine de nombreuses pathologies
d’affections de type muco-dermique aux plus invasives, notamment chez les sujets
immunodéprimés et les sujets hospitalisés (Espinel-Ingroff, 2009). Leur pathogénicité est
due a un certains facteurs de virulence, résistance aux antifongiques, capacité d’envahir la
défense de 1’hote et la formation de biofilms (Martinez et Fries, 2010).

Il existe plus de 150 espéces de Candida. Cependant, Candida albicans est responsable
d’environ 50 % des candidoses profondes devant Candida glabrata, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis et Candida krusei. La proportion des espéeces non-albicans varie en
fonction des pathologies a risque, de 1’dge des patients et des zones géographiques
[(Gigou-Cornet, 2006) ; (Seghir et al., 2014)].

Au cours de ces derniéres années, 1’épidémiologie de ces infections causées essentiellement
par les levures du genre Candida, a connu une augmentation importante. Ce genre occupe le
quatrieme rang des agents infectieux responsables de septicémies nosocomiales en termes de
fréquences, et le premier en termes de mortalité (Viscoli et al., 1999).

Les agents antifongiques utilisés pour le traitement des mycoses agissent principalement selon

quatre mécanismes d’action différents (tableau N°02).
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Tableau N°02 : Molécules antifongiques utilisées pour le traitement des mycoses

systémiques.

Classes

Composés antifongiques

Mode d’action

Les antifongiques

polyéniques

AmphotéricineB

(Fungizone®)

Altére le fonctionnement de la membrane
cellulaire. Son caractere amphotere lui
permet de s'associer a la bicouche lipidique
de la membrane fongique en formant des
pores (Lemke et al., 2005)

Les dérivés azolés

Fluconazole (Triflucan®)
Itraconazole (Sporanox®)

Voriconazole (Vfend®)

Inhibent la synthése de [D’ergostérol
nécessaire a la formation de la membrane de

la cellule fongique (Garo, 2004)

Analogues

nucléosidiques

5-fluoro-cytosine
(Ancotil®)

Inhibent la synthése de I’ADN et de ’ARN
(Calop et al., 2008)

Les

échinocandines

Caspofungine (Cancidas®)

Inhibent la synthese des glucanes de la paroi
cellulaire (McTaggart et Wong, 2002)

10
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1.2. Résistance bactérienne aux antibiotiques

La résistance bactérienne aux antibiotiques est un probleme majeur de santé publique dans le
monde, avec un impact défavorable sur la mortalité des patients (Cosgrove, 2006).
Les causes de 1’émergence et de la dissémination de la résistance bactérienne sont multiples ;
toutefois, I'utilisation excessive ou inappropriée des antibiotiques est le déterminant essentiel
(Harbarth et Samore, 2005).

Les bactéries ont développé, tant sur le plan biochimique que génétique de nombreux
mécanismes de résistance. Cette derniére est codée par les micro-organismes au niveau
chromosomique ou plasmidique. La plupart des bactéries résistantes aux antimicrobiens,
contiennent des génes de résistance situés sur les plasmides R, plutdt que sur des
chromosomes (Perry et al., 2004). L’utilisation des antibiotiques a large spectre, pendant de
longue période est aussi un facteur de risque pour la propagation des résistances (Yagupsky,
2006). 1l existe deux types de résistance bactérienne ; la résistance naturelle et la résistance

acquise.

1.2.1. Résistance naturelle
La résistance naturelle a un antibiotique est un caractere présent chez toutes les souches de la
méme espece (Courvalin et Cuot, 2001). Des particularités structurales de la paroi cellulaire,
empéchant les antibiotiques d’accéder a leurs cibles, ou I’absence de cible sont autant de
facteurs qui conditionnent la résistance naturelle. Les bacilles a Gram négatif sont
naturellement résistants aux antibiotiques hydrophobes (Normark et Normark, 2002).

1.2.2. Résistance acquise
La résistance acquise a un antibiotique est un phénomene qui apparait au niveau des souches
d’une espece normalement sensibles a cet antibiotique. C’est 1’acquisition d’un facteur
génétique qui se traduit par une réduction de la sensibilité a la molécule. Elle peut donc se
faire soit par mutation chromosomique soit par acquisition des genes transférés d’un autre
micro-organisme par des mécanismes d'échanges génétiques. La plupart des résistances
acquises sont portées par les plasmides R [(Davies, 1994) ; (Walsh, 2003)].

Les principaux modes d'acquisition de la résistance aux antibiotiques sont :

11
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- Mutations spontanées :
Les mutations spontanées ou les mutations dépendantes de croissance, se produisent en raison
d'erreurs de réplication ou de réparation incorrecte de I'ADN dans les cellules en division

active (Krasovec et Jerman, 2003).

- Hypermutation

Au cours des derniéres années, des études ont porté sur l'association entre 1’hypermutation et
la résistance aux antibiotiques. L’utilisation prolongée des antibiotiques bactériostatiques,
conduit a D’apparition d’une population bactérienne avec un taux élevé de mutations
[(Denamur et al., 2002); (Krasovec et Jerman, 2003)]. Des études ont montré que
I’hypermutation joue un réle important dans I'évolution de la résistance aux antibiotiques et
peut également étre responsable du phénotype de multirésistance [(Martinez et Baquero,
2000) ; (Giraud et al., 2002); (Chopra et al., 2003); (Eliopoulos et Blazquez, 2003) ;
(Macié et al., 2005)].

- Mutations adaptatives
Des études ont démontré qu’en plus des mutations spontanées, les mutations se produisent
dans la non-séparation ou la division lente des cellules en présence d'une pression de sélection
non létale [(Taddei et al., 1997) ; (Bjedov et al., 2003)].

- Transfert horizontal de génes

C’est le transfert du matériel génétique entre les bactéries qui provoque la propagation de la
résistance aux antibiotiques. Les génes de résistance, constitués d'une seule ou de multiples
mutations peuvent étre transférés entre les bactéries par conjugaison, transformation ou
transduction, puis sont intégrés dans le chromosome par recombinaison destinataire.
Ces genes peuvent également étre associés avec des plasmides et/ou des transposons
[(Rowe-Magnus et Mazel, 1999) ; (Ploy et al., 2000) ; (Dzidic et Bedekovic, 2003) ;
(Boucher et al., 2007)].

1.3. Mécanisme de résistance bactérienne aux antibiotiques

Les mécanismes que les bactéries présentent pour se protéger de l'action des antibiotiques
peuvent étre classés dans les catégories représentées dans le tableau N°03, qui résume les

antibiotiques représentatifs et leurs mécanismes de résistance.

12
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Tableau N° 03 : Mécanismes de la résistance bactérienne aux antibiotiques
(Madigan et al., 2007).

Mécanismes de résistance Exemple d’antibiotiques Origine génétique de la
résistance
Réduction de la perméabilité Pénicilline Chromosomes
Inactivation des antibiotiques Pénicillines Plasmides
Chloramphénicol Chromosomes
Modification de la cible Aminoglycosides Plasmides
Rifamycine Chromosomes

Streptomycine

Excrétion (pompage vers Tétracycline Plasmides
I’extérieur de la cellule) Chloramphénicol Chromosomes
Erythromycine Chromosomes
Développement de résistance Sulfamides Chromosomes

des voies métaboliques

1.4. Résistance aux antifongiques

L utilisation fréquente des traitements antifongiques est responsable d’une augmentation de la
résistance. L’émergence de la résistance des Candida sp. aux antifongiques est a 1’origine
d’échecs thérapeutiques et pose donc des problémes de prise en charge de ces infections
(Dannaoui, 2013).

Concernant la résistance aux antifongiques, il est également important de distinguer la
résistance acquise et la résistance intrinseque. Une résistance acquise correspond au
développement de résistance a un antifongique chez une souche appartenant a une espece qui
est habituellement sensible & cet antifongique. A D’inverse, la résistance intrinséque ou

primaire est une caractéristique de 1’espéce (C. krusei est toujours résistant au fluconazole).
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2. Recherche de nouveaux agents anti-infectieux

Depuis leur découverte au 20°™ siecle, les agents antimicrobiens ont considérablement réduit
la menace posée par les maladies infectieuses. Ils sont devenus un instrument efficace de la
médecine moderne. Mais [’utilisation exagérée et inappropriée d’antibiotiques sont les
principaux facteurs a I’origine du phénomene de résistance.

Par ailleurs, I'utilisation d'antibiotiques dans la production alimentaire a également contribué a
I'’émergence et la propagation de I’antibiorésistance. En plus des antibiotiques utilisés en
meédecine humaine, leur utilisation pour le traitement des animaux d’élevage, leur prophylaxie
afin de stimuler leur performance augmente la pression sélective a I'émergence et la

propagation de souches bactériennes résistantes (Jalal et al., 2012).

Les animaux peuvent servir de médiateurs, réservoirs et des diffuseurs de souches
bactériennes résistantes. Par conséquent, I'utilisation imprudente des antimicrobiens chez les
animaux contribue a la diminution de l'efficacité des antibiotiques utilisés en médecine
humaine. Ainsi le transport et la diffusion des agents pathogenes par les populations

humaines, augmente I'émergence et la prolifération des germes résistants (Jalal et al., 2012).

Le phénomeéne de la pharmacorésistance est un probleme majeur de santé publique a I’échelle
mondial, considéré comme un désastre de grande ampleur aussi bien sur le plan médical,

économique ou social (Adhvaryu et Vakharia, 2011).

Face a ce probleme, la recherche de nouvelles substances antimicrobiennes s’est intensifiée.
Elle a adopté plusieurs démarches et voies, telles que le génie génétique (Sharma et al.,
2002), la génomique des bactériophages (Farnsworth et al., 1985), la mutasynthése
(Afaq et al., 2004) et les moyens classiques de la chimie médicale (chimie combinatoire et
criblage a haut débit) [(Waugh et Long, 2002) ; (Singh, 2012)].

L’exploration de nouvelles sources potentielles de molécules actives s’est également
développée comme stratégie de lutte contre la pharmacorésistance. Les ressources naturelles
telles que les plantes médicinales, organismes marins (algues)... sont susceptibles de fournir
de nouvelles molécules efficaces contre les micro-organismes pathogenes et servir de base de

développement de nouveaux médicaments.
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Parmi toutes les plantes supérieures (angiospermes et gymnospermes) connues sur terre,
seulement 6% d’entre elles étaient étudiées pour leurs activités biologiques et 15% sont

analysées pour leur composition chimique [(Verpoorte, 2000) ; (Rates, 2001)].

Les chercheurs ont identifié 122 composés naturels issus de 94 especes de plantes qui sont
utilisés couramment comme médicament et faisant aussi partie de la pharmacopée.
80% d’entre eux sont découverts sur la base d’informations ethnopharmacologiques, qui
constitue une voie intéressante pour la découverte de nouveaux médicaments. Par ailleurs,
leur usage pendant des centaines d’années a travers les ages constitue une preuve

supplémentaire de leur innocuité pour I’homme (Fabricant et Farnsworth, 2001).

D’aprés Rios et Recio. (2005), la recherche de nouveaux agents anti-infectieux extrait a partir
des plantes, a intéressé de nombreux chercheurs dans le domaine de I’ethnopharmacologie ces
dernieres décennies. L’examen du nombre d'articles publiés sur 1’activité antimicrobienne des
plantes  médicinales dans la base de données PubMed au  cours
de la période comprise entre 1966 et 1994, indique que 115 articles ont été trouvés,
cependant, durant la période allant de 1995 a 2004 ce chiffre a atteint 307 articles.
Ces chiffres témoignent de l'intérét croissant pour ce type de recherche. Ces travaux se sont
focalisés particulierement sur les huiles essentielles des plantes aromatiques, épices, plantes
condimentaires (Alma et al., 2003), les autres composés faisant partie du métabolisme
secondaire, tels que : les alcaloides (Klausmeyer et al., 2004), les flavonoides (Sohn et al.,
2004), les sesquiterpenes lactones (Lin et al., 2004), les diterpenes (El-Seedi et al., 2002),
les triterpénes (Katerere et al., 2003), les naphtoquinones (Machado et al., 2003), entre

autres sont également étudiés de plus en plus pour leurs activités antimicrobiennes.

Certaines études se sont intéressées plus particulierement aux effets de plantes sur des germes
pathogenes tels que Candida albicans (Duarte et al., 2005), Helicobacter pylori (O’Gara et
al., 2000), Escherichia coli (Voravuthikunchai et al.,, 2004), Neisseria gonorrhoeae
(Shokeen et al., 2005), Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (Machado et al.,
2003) et Salmonella typhi (Rani et khullar, 2004).

Une recherche menée en Novembre 2011dans la base de données PubMed utilisant les mots
clés «plante» et «activité antimicrobienne,” a produit 18 906 articles scientifiques sur ce
théme. Les recherches ont été menées a différents niveaux, le plus souvent des tests

préliminaires in vitro et des études precliniques sur des animaux de laboratoire. D'autre part,

15



Premiére partie Synthese bibliographique

seul un petit nombre est choisi pour les essais cliniques chez les humains, dont un nombre
bien restreint va étre commercialisé. En particulier, des demandes de brevet relatif aux
médicaments a base de plantes ont augmenté proportionnellement au développement de
nouveaux médicaments. Mais le nombre de brevets est encore faible en particulier dans les

pays en développement (Oliveira et al., 2011).

Dans I’industrie cosmétique et alimentaire, les plantes ayant une activité antimicrobienne
peuvent étre utilisées comme agents conservateurs ou comme additifs alimentaires.
Les travaux d’Arora et Kaur en 1999, sur certains nombres d’épices pour leurs proprietés
antimicrobiennes, ont pu montrer que 1’ail et le girofle sont efficaces vis-a-vis de certaines

bactéries résistantes aux antibiotiques classiques.

La recherche de I’activité antimicrobienne des extraits de plantes a donné naissance a de
nombreuses méthodes d’étude, ce qui pose toutefois le probleme de comparaison et de
confrontation des résultats d’ou la nécessité d’étre standardisée.

Bien que les tests antimicrobiens pour les produits naturels n’aient pas été normalisés par les
organismes de réglementation, il est recommandé toutefois de suivre les lignes directrices
déja approuveées par les comités internationaux, tels que I'Institut des Standards Cliniques et
des Laboratoires (CLSI) ou le Comité Européen des Tests de Sensibilité Antimicrobienne
(EUCAST).

2.1. Mode d'action de molécules bioactives

Les plantes ont développé plusieurs stratégies pour contréler les infections bactériennes, il

s’agit essentiellement de :

* L’inhibition de la pompe a efflux pour les bactéries multi-résistantes,

» L’inhibition des - lactamase,

= Les approches synergiques telles que la synergie entre les antibiotiques et les
molécules bioactives,

= Le ciblage de virulence et la pathogénicité des bactéries et I'utilisation d'inhibiteurs du
quorum sensing,

» L’utilisation de composés anti-plasmide R, pour lutter contre la résistance aux
médicaments plasmidiques,

» L'inhibition du mécanisme de transfert de gene.
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L’activité des agents antibactériens peut étre potentialisée lorsqu’ils agissent en synergie avec
d’autres molécules. La preuve est fournie par les interactions établies entre deux composés

produits par les plantes Berberis sp : la berbérine et la 5’-méthoxyhydnocarpine (5’-MHC).

La berbérine est un alcaloide ayant pour cible cellulaire ’ADN (Amin et al., 1969).
Ce cation hydrophobe est aussi un substrat des pompes a efflux exprimées a la surface
membranaire. Le rejet de la berbérine hors de la cellule, limite son accumulation
intracellulaire et I’empéche d’accéder a sa cible, ce qui diminue son activité antibactérienne.
Pour compenser cette faible activité, les plantes Berberis sp. synthétisent une flavonoligane,
la 5>-MHC, qui bloque les pompes a efflux et améliore les effets de la berbérine
(Stermitz et al., 2000).

La production de substances capables d’interférer avec la voie du quorum sensing semble étre
une autre stratégie employée par les plantes pour lutter contre les infections causées par les
bactéries a Gram négatif. Des études ont démontré que les plantes Pisum sativum
[(Teplitski et al., 2000) ; (Bauer et Mathesius, 2004)] et Medicago truncatula (Gao et al.,
2003) synthétisent des analogues des AHLs (analogues des N-acylhomosérine-lactones),
molécules impliquées dans la régulation du quorum sensing de ces bactéries. Ces composés,
perturbent la communication intercellulaire, en activant ou en inhibant certaines voies de la

régulation du quorum sensing (Bauer et Mathesius, 2004).
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3. Taxonomie et distribution de la famille des Apiacées

Les Apiacées (Apiaceae) anciennement appelées Ombélliféres, comprennent plus de 3000
especes réparties dans pres de 450 genres. C’est une famille cosmopolite, trés commune en
montagne mais toutefois assez rare dans les régions tropicales. C’est une famille tres
homogéne facile a reconnaitre grace a son inflorescence en ombelles composées.
Paradoxalement, les espéces de cette famille sont assez difficiles a différencier les unes des
autres (Ozenda, 1991).

Les plantes de la famille des Apiacées sont essentiellement des plantes herbacées annuelles,

bisannuelles ou le plus souvent vivaces, plus rarement des arbustes.

3.1. Classification de la famille des Apiacées
Les plantes de la famille des Apiacées appartiennent a I’embranchement des Spermatophytes
ou Phanérogames car ce sont des plantes a graines. Les Spermatophytes sont classés en deux
catégories :
- les Gymnospermes : sont des plantes a ovules nus
- les Angiospermes : qui par évolution ont des ovules protégés par des ovaires. Parmi les
Angiospermes, on distingue les Monocots et par évolution les Eudicots suivant la structure de
I’embryon contenu dans la graine [(Deysson, 1978) ; (Dupont et Guignard, 2007)].
La classification Angiosperms Phylogeny Group (APG) s’appuie sur des caractéres
phylogénétiques et permet la classification botanique des Angiospermes.

Pour résumer, on peut situer la famille des Apiacées comme suit :

Embranchement Spermatophytes : plantes a graine

Sous embranchement | Angiospermes : plantes a ovaire

Eudicots Embryon a deux cotylédons, évolués

Classe Astéridées : fleurs pentaméres gamopétales a carpelles soudés et

étamines adnées

Sous classe Euastéridées Il: espéces herbacées a ovaire infere et

regroupement des fleurs en inflorescence

Ordre Apiales
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3.2. Intérét de la famille des Apiacées

Les Apiacées sont le plus souvent des plantes aromatiques. Elles sécrétent des huiles
essentielles qui leurs conférent des odeurs et des saveurs caractéristiques, ce qui explique leur
emploi & la fois comme aliments et condiments, et comme traitement en médecine
traditionnelle.

La plupart des Apiacées utilisées comme condiments sont également réputées pour leurs
nombreuses propriétés médicinales. Parmi les plus connues, nous pouvons citer I'anis vert
(Pimpinella anisum L.), relaxant utilisé dans les troubles digestifs (Tirapelli et al., 2007).
L’angélique officinale (Angelica archangelica L.) hépatoprotectrice (Yeh et al., 2003),
ou encore le fenouil commun qui posséde en plus de ses propriétes diurétiques et carminatives

des activités antioxydantes et anti-inflammatoires (Choi et Hwang, 2004).

D’autres Apiacées, qui ont fait 1’objet d’études pour leurs diverses activités biologiques sont
focalisés surtout sur 1I’évaluation des activités antioxydantes et antimicrobiennes des extraits

bruts et spécifiques des plantes, sont regroupés dans le tableau N°04.
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Tableau N°04 : Activités biologiques de quelques plantes médicinales de la famille des Apiacées.

Plantes Parties utilisées Extraits utilisés Activités biologiques Doses efficaces Références
Alepidea amatymbica Feuilles et rhizomes | brut : aqueux et organiques | Antibactérienne CMLI:0,39-3,13 mg/mL | Mulaudzi et al.,
CMI :0,78-12,5 mg/mL | 2009
Ferula hermonis Racines et rhizomes | huiles essentielles Antifongique CMI : 32-128 pg/mL Al-Ja’fari et al.,
2011
Arctopus species Racines brut : hydro-méthanolique | Antibactérienne CMI: 0,02-4 mg/mL Magee et al., 2007
Antifongique CMI: 2-6 mg/mL
Prangos ferulacea (L.) Partie comestible brut : méthanolique Antioxydante ICs0 : 0,242 mg/mL Coruh et al., 2007
Lindl
Crithmum maritimum L Feuilles extrait de polyphénoles Antioxydante ICs0 :0,146-1,245 Meot-Duros et
mg/mL Magné, 2009
Chaerophyllum Fruits huiles essentielles Antibactérienne CMI: 0,25-0,5 mg/mL | Demirci et al., 2007
libanoticum Antifongique CMI:0,5 mg/mL
Antioxydante ICs0 :>30 mg/mL
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3.3. Pituranthos scoparius
3.3.1. Description botanique de la plante

Pituranthos scoparius Benth et Hook, appelée en arabe « Guezzah » est une plante vivace,
aphylle ou presque, a tiges souvent trés ramifiées. Ses tiges décombantes, longues de
40-80 cm, floriféres avec des fleurs blanches a ombelles latérales et pedoncule court (1-3 cm).
Ses fruits sont plus longs que larges, hérisses de poils dressés. C’est une plante a souche
ligneuse ramifiée émettant de nombreuses rosettes de feuilles triséquées 1-2 fois.
La floraison a lieu de Février a Octobre (Queézel et Santa, 1963) (Figure N°01).

Figure N°01 : Pituranthos scoparius de la région de récolte (Kenadsa).
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3.3.2. Classification botanique
D’aprés, Quézel et Santa (1963), "Pituranthos scoparius” est classée comme suit :

Regne : Végétal

Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiosperme
Classe : Eudicotylédonnes

Ordre : Apiales

Famille : Apiacées

Genre : Pituranthos

Espéce : Pituranthos scoparius

3.3.3. Origine et répartition géographique

Pituranthos scoparius est une espece endémique qui se trouve en Afrique du Nord, donnée
pour rare au Sahara central, elle est fréquente dans les Hauts plateaux du Tassili n'Ajjer,

I'Atlas saharien et Sahara septentrional (Ozanda, 1991).

3.3.4. Usage en médecine traditionnelle

En médecine traditionnelle les tiges et les feuilles de Pituranthos scoparius sont utilisés pour
le traitement de la rougeole, 1'asthme, I’ictére, les troubles digestifs et les soins post-partum :
spasmes et douleurs. Le décocté et I’infusion des feuilles et les fleurs sont utilisés dans le
traitement d’hépatite, diabete, 1’indigestion, maux d’estomac et bas ventre, ainsi que pour les
infections urinaires. Elle est utilisée aussi contre les morsures des viperes et les piglres des
scorpions. Certains recommandent I'application locale de la poudre des feuilles en cataplasme,
pour soulager les douleurs rhumatismales [(Didi et Zabeirou, 2003) ; (Hammiche et Maiza,
2006) ; (Boudjelal et al., 2013)].
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3.3.5. Travaux préalables réalisés sur Pituranthos scoparius

Les travaux antérieurs ont étudié la composition chimique des huiles essentielles de
Pituranthos scoparius et ont montré sa richesse en a-pinene, limonéne, sabinéne, dill-apiole et
B-pinéne [(Vérité et al., 2004) ; (Hammiche et Maiza, 2006) ; (Gourine et al., 2011) ;
(Smaili et al.,, 2011) ; (Takia et al., 2013)]. En plus de ces composés chimiques
Kalla en 2012, a détecté quelques nouveaux constituants pour la premiére fois dans I'huile du
Pituranthos scoparius notamment: 8- 3-carane, tricycléne, 2-p- pinene, 1-cyclohexyliden -2-
methylpropenem,  a-pyronene,  3,7-Guaiadiene, = 8-methoxy-1,2,3,4  -tetrahydro-1-
isopropylnaphtalene, butylidene phtalide, 3-methyl-7-methoxy-2-benzopyran-1(1H)-one ,
Butylidene dihydro-phtalide.

En 2004, I’étude de Hamada et ses collaborateurs, a permis 1’isolement de deux
isocoumarines a partir de 1’extrait acétate d’éthyle des racines de Pituranthos scoparius de la
région de Biskra: 3-n-propyl-5-methoxy-6-hydroxy-isocoumarine et 3-n-propyl-5,7
dimethoxy-6-hydroxy-isocoumarine.

Les travaux de Boutaghane et al. (2004) ont montré que les huiles essentielles de cette plante
présentent une activité antibactérienne vis-a-vis des souches pathogénes de référence dont
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 avec une CMI de 1 mg/mL et Proteus mirabilis avec
une CMI de 2 mg/mL.

De méme les travaux de Benmekhbi et al. (2008) ont montré que 1’extrait butanolique de la
partie aérienne de Pituranthos scoparius a une forte activité antibactérienne vis-a-vis des
souches pathogeénes telle qu’Escherichia coli ATCC25922 avec une CMI de 0,03 pg/mL et
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 avec une CMI de 0,125 pg/mL.
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1. Matériel biologique
1.1. Matériel végétal

1.1.1. Récolte de la plante

La récolte de la plante entiere Pituranthos scoparius Benth et Hook était faite dans la région
de Béchar, durant le mois de Septembre 2012. Le matériel végétal récolté, partie aérienne
(tiges, fleurs) et racines, est ensuite séché a 1’abri de I’humidité et de la lumiére puis conservé

hermétiquement dans un endroit sec.
1.1.2. ldentification de la plante

L’identification taxonomique de la plante a été faite en collaboration avec le laboratoire
d’Ecologie et Gestion des Ecosystémes Naturels de I’Université Aboubekr Belkaid, Tlemcen
(Algérie).

1.2. Micro-organismes

L’évaluation de D’activité antimicrobienne des extraits de "Pituranthos scoparius" a été
réalisée sur des bactéries (Gram positif et Gram négatif), levures et champignons filamenteux
de références comme indiqué dans le tableau N°05. Elles sont fournies par les laboratoires de
recherche : Antibiotiques Antifongiques : physico-chimie, synthése et activité biologique
(LapSab), et Microbiologie Appliquée a 1’Agroalimentaire, au Biomédical et a
I’Environnement (LAMAABE) Université de Tlemcen.
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Tableau N°05 : Micro-organismes utilisés pour 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne.

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Staphylococcus aureus résistant a la
méticilline (MRSA) ATCC 43300

Bactéries a Gram Positif Bacillus cereus ATCC11778

Bacillus subtilis ATCC 6633

Enterococcus faecalis ATCC 25212

Listeria monocytogenes ATCC 19115

Enterobacter cloacae ATCC 13047

Acinetobacter baumanii ATCC 19606

Klebsiella pneumoniae ATCC 70603

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Bactéries a Gram Négatif
Proteus mirabilis ATCC 35659

Salmonella typhimurium ATCC 13311

Escherichia coli ATCC 25933

Citrobacter freundii ATCC 8090

Levures Candida albicans ATCC 10231
Candida albicans ATCC 26790

Candida albicans IP 444

Moisissures Aspergillus flavus MNHN 994294
Fusarium oxysporum MNHN 963917

1.3. Globules rouges humains

Pour les tests de cytotoxicité, nous avons utilisé un modéle universel de cellules animales,

le globule rouge humain provenant d’un donneur unique sain.
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2. Meéthodes

2.1. Etude ethnopharmacologique
Une enquéte ethnopharmacologique portant sur la plante Pituranthos scoparius et son usage
médicinal a été menée aupres de la population de la ville de Béchar et deux localités
environnantes (Kenadsa et Abadla).
Le questionnaire a été basé sur une fiche d’enquéte afin de recueillir les données relatives a
I’informateur, les pratiquants de la phytothérapie et les maladies traitées. Les questions posées
sont de type semi-fermé et visant directement les utilisations et les effets pharmacologiques.

2.1.1. Description de la zone d’étude

L’¢tude ethnopharmacologique est effectuée au niveau de la wilaya de Béchar située dans le
Sud-Ouest Algérien, qui s’étend sur une superficie de 164 881 Km?2 sa population est estimée
a 279 851 habitants.

Figure N°02 : Situation géographique de la wilaya de Béchar.
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2.1.2. Méthode d’étude

L’enquéte ethnopharmacologique est effectuée aupres de 200 personnes dont
25 tradipraticiens : 23 herboristes appelé localement Aattar, 2 sages-femmes et 175 individus
de la population locale rencontrés d'une maniere aléatoire chez des herboristes et au niveau
des marchés « souk» des régions étudiées.

Ce sont des hommes et des femmes &gés de 27 a plus de 80 ans, qui détiennent énormément
de connaissances sur les pratiques médicinales traditionnelles recues et transmises de péres en
fils.

La fiche d’enquéte (Figure N°03) a été élaborée afin d’obtenir les informations sur 1’espéce,
la période de récolte, les parties utilisées, le mode de préparation, le mode d’administration et
les maladies traitées. Les informations sur 1’efficacité et les effets secondaires sont également
notées. En outre, nous avons reproduit le plus scrupuleusement possible les paroles des

informateurs, sans chercher a les interpréter.
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1-ldentification

Niveau scolaire : .......ovveeiii ..

2- Information sur la plante

Connaissez- vous la plante Pituranthos scoparius (Guezzah) ?
Oui Non
Sioui;

Vous la trouvez ou?

Chez I’herboriste & ..,

Indications (maladies traitees):

3. Efficacité et toxicité

Est-ce que vous trouvez que cette plante est efficace ?
Oui Non

Est-ce que vous trouvez que cette plante est toxique ?
Oui Non

Sioui quel type de tOXICITE & .. ... i

Figure N°03 : Questionnaire.
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2.2. Etude phytochimique
2.2.1. Préparation des extraits
a. Préparation des extraits bruts

Nous avons utilisé deux méthodes d’extraction, la macération pendant 24 heures a

température ambiante et I’extraction sous reflux pendant 3 heures a 70°C.

La partie aérienne (tiges, fleurs) et souterraine (racines) de la plante, sont séchées, broyées et
mises en contact avec différents solvants de différentes polarités dont le chloroforme, I’eau, le
méthanol/cau et 1’acétone/eau (70:30) (v/v). Aprés filtration, les extraits organiques sont
évaporés sous pression réduite a 1’aide d’un évaporateur rotatif pour 1’élimination de solvant,
puis sont mis dans des flacons hermétiquement fermés, et conservés a 4°C a I’abri de

la lumiére jusqu’au moment de leurs utilisations.

b. Préparation des extraits spécifiques

- Preéparation d’extrait enrichi des flavonoides

La matiére végétale seche (partie aérienne ou racines), est broyée et mise en contact avec un
mélange méthanol/eau (80:20) (v/v) et laissée macérer pendant 72 heures a température
ambiante. Apres filtration, le filtrat est concentré en éliminant le méthanol a I’aide d’un
évaporateur rotatif. Nous avons procédé ensuite a une extraction liquide/liquide utilisant
successivement 1’hexane (€limination de graisses, cires, chlorophylle...), ’acétate d’éthyle
qui est utilisé pour I’extraction des flavonoides aglycones ou flavonoides mono O- glycosides
et le n-butanol utilisé pour I’extraction des flavonoides di-O-glycosides et tri-glycosides et C-

glycosides (Tereschuk et al., 2004), comme indiqué dans la Figure N°04.
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10g de la matiere végétale +
Méthanol /eau (80/20)

l

Macération pendant 72h
a température ambiante

l

Filtration et évaporation du méthanol

Phase aqueuse

!

!

Phase d’hexane

Phase aqueuse

v

Phase acétate d’éthyle
(F.Act/E.MeOH)

1

Dégraissage avec
I’hexane

Extraction 2 fois avec
I’acétate d’éthyle (v/v)

Phase aqueuse

Extraction 2 fois avec le
n-butanol (v/v)

v

A 4

Phase n-butanol
(F.n-B/E.MeOH)

Phase aqueuse

Figure N°04 : Protocole de préparation d’extrait enrichi des flavonoides (Tereschuk et

al., 2004).
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- Préparation d’extrait enrichi des tanins

La matiére végétale (partie aérienne ou racines), séchée et broyée est mise en contact avec un

mélange acétone/eau (70:30) (v/v) et laissée macerer pendant 72 heures a température

ambiante. Aprés évaporation de 1’acétone nous avons procédé a une extraction liquide/liquide

utilisant successivement 1’hexane (élimination de graisses, cires), 1’acétate d’éthyle et le

n-butanol (Bruneton, 1999) (Figure N°05).

10g de la matiere végetale +
Acétone/ eau (70/30)

|

Macération pendant 72h
a température ambiante

l Filtration et évaporation de I’acétone

Phase aqueuse

! !

Dégraissage avec
I’hexane

Phase d’hexane Phase aqueuse

Extraction 2 fois avec
I’acétate d’éthyle (v/v)

!

!

Phase acétate d’éthyle
(F.Act/E.Ac)

Phase aqueuse

Extraction 2 fois avec
le n-butanol (v/v)

1

1

Phase n-butanol
(F.n-B/E.Ac)

Phase aqueuse

Figure N°05 : Protocole de préparation d’extrait enrichi des tanins (Bruneton, 1999).
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2.2.2. Calcul du rendement

Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse de 1’extrait évaporé du solvant

et la masse de la matiére végétale initiale ayant servi pour I’extraction.

Exprimé en pourcentage, le rendement est calculé par la formule suivante :

M,
Rendement (%) = M X 100

1

Mo : Masse en gramme de I’extrait brut évaporé.

M: : Masse en gramme de la matiere vegetale initiale séche.

2.2.3. Tests phytochimiques

Afin de mettre en évidence, la présence ou I’absence de certains composés appartenant aux
familles chimiques des métabolites secondaires. Nous avons réalisé des tests phytochimiques
specifiques basés sur des réactions de coloration et de précipitation. Par ailleurs, la propriété
d’absorption de radiations ultra-violettes est également utilisée pour détecter, ou caractériser
certains composés a une longueur d’onde de 366 nm [(Bruneton, 1999) ; (Karumi et al.,
2004) ; (Oloyede, 2005) ; (Kablan et al., 2008)].

- Tanins
La présence des tanins est mise en évidence par I’ajout de deux a trois gouttes de chlorure de
fer (FeClzal%) a 2 mL d’extrait. Leur présence est indiquée par I’apparition d’une coloration

verdatre (pour les tanins catéchiques) ou bleu-noir (pour les tanins galliques).

- Flavonoides
La détection des flavonoides est réalisée par 1’ajout & 1mL d’extrait, 1 mL d’acide
chlorhydrique concentré et trois copeaux de magnésium. L’apparition d’une coloration rouge,

orange ou rose indique leur présence.

- Quinones libres
La recherche des quinones est effectuée par I’addition de quelques gouttes de NaOH (1%) a
5mL d’extrait. L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violette révele la

présence des quinones libres.
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- Coumarines
5 mL de I’extrait est évaporé a sec, puis le résidu est dissout dans 1’eau chaude (2 mL).
La solution obtenue est divisée en deux volumes égaux, le premier représente un témoin ;
le deuxieme est traité avec 0,5 mL d’hydroxyde d’ammonium (NH4sOH) a 10 %. L’examen
est réalisé¢ sous la lumicre ultraviolette et I’apparition d’une fluorescence intense révele la

présence des coumarines.

- Anthraquinones
Ajouter 5 mL de I’hydroxyde d’ammonium NHsOH (10%) a 10 mL d’extrait. L’apparition

d’une coloration violette indique leur présence.

- Alcaloides
Ajouter 5 mL d’acide chlorhydrique (1%) a 1 mL de chaque extrait, le mélange est incubé au
bain marie pendant 10 minutes, puis nous divisons la solution obtenue en deux parties.
Nous ajoutons dans un tube le réactif de Mayer et dans I’autre le réactif de Wagner.

L apparition d’un précipité blanc ou brun révéle la présence des alcaloides.

- Terpénoides (Test de Libermann-Burchard)
A 5 mL d’extrait, nous ajoutons deux gouttes d’anhydride acétique et une goutte d’acide

sulfurique. L’apparition d’une couleur mauve ou violette indique un test positif.

- Stérol et triterpenes
A 5 mL d’extrait nous ajoutons 2 mL de chloroforme et 3 mL d’acide sulfurique concentré
(95-97%). La formation de deux phases et une couleur marron a I’interphase indique un test

positif.

- Saponosides
Dans un tube & essai, 10 mL d’extrait sont agités pendant 15 secondes puis laissé au repos
pendant 15 minutes. Une hauteur de mousse persistante, supérieur a 1 cm indique la présence

des saponosides.

- Composés réducteurs
La présence des composés réducteurs est mise en évidence par I’addition de 2 mL de solution
Fehling & 1 mL d’extrait, puis les tubes sont incubés au bain marie. Un test positif est indiqué

par I’apparition d’une couleur rouge brique.
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2.2.4. Dosage de polyphénols

La méthode utilisée est celle utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, qui est constitué d’un
mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PMo012040). Il est réduit lors de 1’oxydation des phénols, en formant un nouveau complexe

molybdéne-tungsténe de couleur bleue qui absorbe a 725 nm (Bonnaillie et al., 2012).

Le dosage des polyphénols est réalisé selon la méthode décrite par Vermerris et Nicholson
(2007). 100 pL de chaque extrait sont mélanges avec 2 mL d’une solution de carbonate de
sodium a 2 % fraichement préparée ; apres agitation et incubation pendant 5 minutes, 100 uL
du réactif de Folin-Ciocalteu (1N) sont ajoutés et 1’ensemble est incubé 30 minutes a
température ambiante. La lecture des densités optiques est effectuée contre un blanc a une

longueur d’onde de 725nm.

Une gamme étalon est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en utilisant

I’acide gallique comme contr6le positif a des concentrations allant de 0,1 a 1,2 mg/mL.

La concentration des polyphénols est exprimée en milligramme équivalent d’acide gallique
par gramme d’extrait (mg EqAG/Qg) est calculée selon la formule suivante :

[Polyphénols] =a .f/C

a : concentration des polyphénols (mg/mL) déterminée a partir de la courbe étalon.
f : facteur de dilution (x 22).

C : concentration initial de I’extrait (1 mg/mL).
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2.2.5. Dosage de flavonoides totaux

La détermination du taux de flavonoides totaux est estimée par la méthode colorimétrique au
trichlorure d’aluminium (AICI3) et la soude (NaOH). Le trichlorure d’aluminium, utilisé
comme agent chromogene, forme un complexe jaune avec les flavonoides et la soude qui
absorbe dans le visible a 510 nm (Mekkiou, 2005).

Le dosage des flavonoides totaux a été réalisé selon la méthode colorimétrique décrite par
Ardestani et Yazdanparast (2007).

500 uL de chaque extrait sont mélangés avec 2 mL d’eau distillée et 150 uL. d’une solution de
nitrite de sodium (NaNOz) a 15 %. Aprés 6 minutes d’incubation, 150 uL de chlorure
d’aluminium (AICl3) a 10 % sont ajoutés au mélange, 6 minutes apres, 2 mL d’hydroxyde de
sodium a 4 % sont ajoutés et le volume final est complété immédiatement a 5 mL par I'eau

distillée. Aprés 15 minutes d’incubation, la lecture est faite a 510 nm contre un blanc.

Une gamme étalon est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en utilisant

la catéchine comme contrdle positif a des concentrations allant de 0,1 et 1,2 mg/mL.

La concentration des flavonoides totaux est exprimée en milligramme équivalent de catéchine

par gramme d’extrait (mg EqQCA/Q) est calculée selon la formule suivante :

[Flavonoides] =a .f/C

a : concentration des flavonoides (mg/mL) déterminée a partir de la courbe étalon
f : facteur de dilution (x 10)

C : concentration initial de I’extrait (1 mg/mL)
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2.3. Analyses biologiques

2.3.1. Evaluation de Dactivité antiradicalaire par la méthode de piégeage du radical
libre DPPH

Le radical 2,2 Diphényle-1- Picryl-Hydrazyle (DPPH-) est I’'un des substrats les plus utilisés
généralement pour I’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydante en raison de sa
stabilité en forme radicale et la simplicité de 1’analyse (Bozin et al., 2008). C’est pour cette
raison que nous avons opté pour la méthode qui utilise le DPPH- comme un radical libre, pour
étudier I’activité antiradicalaire des différents extraits. Elle repose sur la réduction du radical
DPPH- (forme radicalaire de couleur violette) par un antioxydant (A-OH), qui céde son
hydrogéne a ce radical pour donner le DPPHH (forme non radicalaire de couleur jaune).
La mesure de I’activité antiradicalaire se fait en mesurant la diminution de la coloration
violette, mesurable par spectrophotométrie a 515-518 nm et qui peut s’exprimer par le
pourcentage de réduction du DPPH [(Larrauri et al., 1998) ; (Kouamé et al., 2009)].

Le test de DPPH a été effectué selon le protocole décrit par Popovici et al. (2009).
Nous avons commencé par la préparation de la solution du DPPH a une concentration de
0,025 mg/mL dans le méthanol. Un volume de 50 pL de différentes concentrations de chaque
extrait allant de 25 a 250 pg/mL est ajouté a 1950 uL de la solution du DPPH.
Le contrble négatif est préparé en mélangeant 50 pL de méthanol avec 1950 pL de DPPH.
Apres incubation a température ambiante a 1’obscurité pendant 30 minutes, I’absorbance est
mesurée au spectrophotomeétre a 517 nm, contre un blanc pour chaque concentration qui
contient 50 uL de I’extrait et 1950 puL de méthanol. L’acide ascorbique est utilisé comme

contréle positif avec des concentrations allant de 0,25 a 7,5 pg/mL.

Le pourcentage de piégeage du radical est calculé selon 1’équation suivante :

%de réduction de DPPH = [(Abs contrle-Abs échantillon) / Abs contréle] x 100

- Calcul des concentrations inhibitrices a 50% (1Cso)

A partir des pourcentages d’inhibition, nous pouvons déterminer les valeurs d’ICso
(concentration necessaire pour réduire 50 % du radical DPPH®) de chaque extrait a I’aide d’un

logiciel statistique, Origine 50 (Scherer et Godoy, 2009).
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2.3.2. Evaluation de D’activité antioxydante par la méthode de réduction du fer :

FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power)

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associ¢ a son pouvoir antioxydant. Cette technique
a été développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique
(Fe®*") présent dans le complexe KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe?*). L’absorbance du
milieu réactionnel est déterminée a 700 nm (Karagozler et al., 2008). Une augmentation
de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés
(Hubert, 2006).

Le pouvoir réducteur a été déterminé suivant la méthode de Karagozler et al. (2008).
1 mL de I’extrait a différentes concentrations (allant de 1 & 6 mg/mL) diluées dans 1’cau
distillée est mélangé avec 2,5 mL d’une solution tampon phosphate (0,2 M a pH 6,6) et
2,5 mL de ferricyanure de potassium (KsFe(CN)e) & 1%, une incubation a 50°C pendant
20 minutes a éte effectuée. Apres refroidissement a température ambiante 2,5 mL de
’acide trichloracétique a 10% sont ajoutés.

Les tubes sont centrifugés a 3000 tours/min pendant 10 minutes. Un volume de 2,5 mL du
surnageant de chaque concentration est prélevé auquel nous ajoutons 2,5 mL d’eau
distillée et 0,5 mL de chlorure de fer (FeCls) a 0,1%.

La lecture de I’absorbance se fait contre un blanc a 700 nm a 1’aide d’un
spectrophotométre. L’acide ascorbique et le butylhydroxytoluene (BHT) sont utilisés

comme controles positifs.
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2.3.3. Evaluation de I’activité antibactérienne

Pour I’évaluation de I’activité antibactérienne des différents extraits de Pituranthos scoparius,
nous avons utilisé une méthode qualitative (méthode de diffusion sur gélose ou méthode des

disques) et une autre quantitative (méthode de microdilution en milieu liquide).

Seuls les extraits ayant montré une activité plus ou moins importante par la méthode des
disques ont fait I’objet d’une évaluation quantitative de leur activité par la méthode de
microdilution en milieu liquide afin de déterminer les Concentrations Minimales Inhibitrices
et Bactericides (CMI et CMB).

a. Meéthode de diffusion sur gélose

Le test de sensibilité a éte effectué sur milieu gélosé de Mueller Hinton préparé a pH allant de
7,2 a 7,4 ; selon la méthode de diffusion des disques décrite par le CLSI, M2-A9 (2010).
C’est une technique qualitative pour 1’évaluation de 1’activité antibactérienne, basée sur la

mesure de diamétre des zones d’inhibition, formées autour du dépot de I’extrait testé.

L’inoculum est préparé a partir d’une culture jeune de 18 a 24 heures sur milieu gélosé non
sélectif. Quelques colonies d’une culture pure sont suspendues dans de 1’eau physiologique a
0,85%. La suspension est ensuite ajustée au standard 0.5 McFarland a 1’aide d’un
spectrophotometre a 625 nm. La densité optique doit étre comprise entre 0,08 et 0,13 qui

correspond approximativement a 1-2 x 108 UFC/mL.

L’ensemencement de 1’inoculum se fait par écouvillonnage sur la gélose par des stries serrées
tout en tournant la boite a 60° a trois reprises. Des disques en papier filtre Wattman N°4 de
6 mm de diameétre sont stérilisés par autoclavage, puis imprégnés par 20 UL des extraits a
tester (solubilisés dans le DMSO pur). Les disques sont placés aseptiquement sur la gélose
préalablement inoculée. Les disques témoins sont imprégnés par 20 uL. de DMSO. Apres 15
minutes a température ambiante, les boites sont incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures. La
lecture des résultats se fait par la mesure des diametres des zones d’inhibition autour des

disques (mm). La gentamicine (10 pg/disque) a été utilisée comme antibiotique de référence.
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Pour évaluer I’activité antibactérienne de nos extraits, nous avons utilisé les critéres de Lee et

al. (2007), basé sur les diamétres des zones d’inhibition exprimées en mm :
-Diametre < 6,4 mm — pas d’activité antibactérienne ;

-6,5 < Diamétre < 6,9 mm— activité antibactérienne faible ;

-7 < Diametre < 7,9 mm— activité antibactérienne moyenne ;

- Diamétre > 8 mm— bonne activité antibactérienne.

b. Méthode de microdilution en milieu liquide (CLSI, M07-A8, 2010)
La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale
bactéricide (CMB) des extraits a été faite par la méthode de microdilution en milieu liquide

selon les recommandations de CLSI.

Le milieu de culture recommandé pour cette technique est le bouillon Mueller Hinton a un pH
allant de 7,24 7,4.

En commengant par 1’ajustement de la concentration de toutes les bactéries a 0.5 McFarland

qui correspond a 108 cellules/mL.

Nous avons utilisé dans ce test des microplaques stériles a 96 puits. Les extraits sont préparés
dans le bouillon Mueller Hinton pour obtenir une gamme de concentrations décroissantes
allant de 50 a 0,09 mg/mL dans les puits des microplaques (La concentration du DMSO ne
dépasse pas 2% dans le premier puits).

Le premier puits de la microplaque est utilisé comme contr6le négatif, rempli que par le
milieu de culture. Tandis que le dernier puits représente le contréle positif qui ne contient que
la suspension bactérienne.

180 uL de chaque concentration de chaque extrait sont déposés dans chaque puits, puis 20 puL
de I’inoculum sont ajoutés pour avoir une concentration finale de 5.10% cellules/mL.
Apres 24 heures d’incubation a 37°C, la lecture est effectuée a 1’ceil nu. La CMI est la plus
faible concentration de 1’extrait testé pour laquelle aucun trouble visuel n’est observé.

La CMB est définie comme étant la plus faible concentration d’extrait détruisant 99,9% de

I’inoculum, sa détermination est confirmee par la technique de spot sur milieu gélose.
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2.3.4. Evaluation de Iactivité antifongique vis-a-vis des levures

a. Meéthode de diffusion sur gélose :

La méthode de diffusion sur un milieu solide inspirée d’une technique standardisée par le

NCCLS (M 44-A, 2004).

Le milieu de culture utilisé est le Mueller Hinton Agar supplémenté de 2% de glucose et

0,5ug/mL de bleu de méthylene a un pH allant de 7,2 & 7,4.

L’inoculum équivalent a 0.5 McFarland est réalisé dans les mémes conditions que
précédemment sauf que 1’absorbance & 530 nm (densité optique comprise entre 0,12 et 0,15)

qui correspond a une concentration de 1 a5 x 10° cellules/mL.

L’ensemencement est effectué par écouvillonnage. Les disques immergés par les extraits a
tester sont déposés dans les boites préalablement ensemencées. Aprés un temps de diffusion
de 15 minutes a température ambiante, les boites sont incubées a 35°C pendant 24 heures.
La lecture est réalisée par mesure des diamétres des zones d’inhibition. L’amphotéricine B a
une concentration de 10 pg/disque est utilisé comme antifongique de référence et le DMSO

pur comme contrdle négatif.

b. Méthode de microdilution en milieu liquide (CLSI, M27-A3, 2008)

Le milieu de culture recommandé pour cette méthode est le Roswell Park Memorial Institute
1640 (RPMI 1640) avec glutamine, sans bicarbonate; tamponné a pH 7 par I’acide
morpholine propane sulfonic (MOPS) a une concentration finale de 0,165 mol/L.

100 pL de milieu de culture RPMI 1640 sont déposés dans les 96 puits d’une microplaque
stérile. 100 puL de la solution mére de chaque extrait a tester sont déposés dans le deuxiéme
puits de chaque colonne. Des dilutions de 2 sont réalisées par le transfert de 100 pL d’un
puits a ’autre a partir du deuxiéme. Les concentrations finales des extraits sont comprises
entre 50 et 0,09 mg/mL. Puis, 100 uL de I’inoculum & 102 cellules/mL sont ajoutés dans
chaque puits pour avoir une concentration finale de I’inoculum de 0,5x10° cellules/mL.

Apreés 24 heures d’incubation a 35°C, les CMI sont déterminées a 1’ ceil nu.
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2.3.5. Evaluation de I’activité antifongique vis-a-vis des moisissures

L’activité antifongique des extraits est évaluée selon la technique d’empoisonnement de la

nourriture (Soliman et Badeaa, 2002).

Les solutions meéres des extraits a tester sont préparées de telle fagon a avoir des
concentrations finales égales a 1 mg/mL. Un volume de 1 mL de I’extrait a tester est bien
mélangé avec 19 mL du milieu de culture Sabouraud Agar. Le témoin négatif est préparé de la
méme fagon par 1’ajout du DMSO. Les disques mycéliens pris aseptiquement a partir d’une
préculture des moisissures sont inoculés dans le centre de la boite de pétri. La boite controle
est préparée d’une maniére similaire par ’addition de 1 mL d’eau distillée et cultivée dans les
mémes conditions sur le milieu Sabouraud Agar. Les boites sont incubées a 27 °C.

La lecture est réalisée a partir du 7°™ jour.

L'efficacité de chaque échantillon est déterminée en mesurant la croissance radiale
mycelienne. Cette derniére est mesurée dans les deux directions a angle droit les uns aux
autres. Une moyenne des deux mesures est effectuée pour chaque cas. Les données sont
exprimées en pourcentage d'inhibition par rapport a la taille des colonies contrdles.
Le pourcentage d’inhibition mycélienne est calculé a l'aide de la formule suivante
(Pinto et al., 1998):

dc — dt
Pourcentage d’inhibition mycélienne = dc =100

dc : diamétre de la colonie controle.

dt : diamétre de la colonie traitée.
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2.4. Evaluation de P’activité hémolytique des extraits de Pituranthos scoparius vis-a-vis

des globules rouges humains
2.4.1. Préparation de la suspension érythrocytaire

Du sang fraichement prélevé sur tube hépariné est centrifugé a 4000 tours/minutes a 4°C
pendant 5 minutes. Apres élimination du surnageant, le culot est lavé deux fois avec le
tampon phosphate de sodium salé (PBS) 10 mM, pH 7,4, puis resuspendu dans le PBS, a
raison de 4000 cellules/mL apreés la derniére centrifugation.

2.4.2.Mesure de la fuite de I’hémoglobine

A un volume de 0,5 mL de la suspension érythrocytaire, nous avons ajoutés 8,5 mL de
tampon phosphate salé de sodium (PBS) 10 mM, pH 7,4. La suspension érythrocytaire est
incubée a 37°C sous agitation continue pendant 90 minutes. Dés 1’addition de I'extrait (1 mL)
qui correspond au temps zéro, des prélevements de 0,4 mL a partir de la solution réactionnelle
sont réalisés a intervalle régulier de temps, pour étre resuspendus dans 2 mL d’une solution de

lavage glacée composee de MgCl2 (2 mM) et NaCl (150 mM).

Apres centrifugation a 4000 tours/min pendant 5 minutes, nous avons récupéeré le
surnagent sur lequel nous avons dosé la fuite d’hémoglobine par mesure de 1’absorbance a

une longueur d’onde de 548 nm a l'aide d'un spectrophotometre.

Pour le controle positif, I’hémolyse totale est obtenue par la mise en suspension des globules

rouges dans de 1’cau distillée. Le tampon seul est utilisé comme contréle négatif.

Pour chaque échantillon le pourcentage de I'activité hémolytique maximale est déterminée par
I’équation (Lee et al., 2002):

Taux d’hémolyse (%) = 100% x (A s4gnm de I’échantillon—A sag nm de contréle négatif) /

A 548 nm controle positif
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1. Etude ethnopharmacologique

L’enquéte ethnopharmacologique effectuée aupres de 200 personnes de la région de Béchar,
montre que 75% des personnes interrogées declarent connaitre Pituranthos scoparius comme
plante médicinale.

Dans cette enquéte nous nous sommes basés sur un certain nombre de critéres, qui portent sur
les aspects suivants :

- L’usage de la plante selon les classes d’age, le sexe et le niveau d’instruction ;

- Les maladies traitées et la partie de la plante utilisée ;

- Mode de préparation et d’administration.
1.1. Classe d’age et sexe d’appartenance

La répartition selon 1’age des personnes interrogées qui utilisent Pituranthos scoparius
comme remede traditionnel est représenté dans le tableau N°06. Ces résultats montrent que le
recours a la phytothérapie traditionnelle, augmentent avec 1’age. En effet, plus de 50% des

personnes interrogées sont agées de plus de 60 ans.

Le tableau N°07 montre que dans les trois zones d’étude, aussi bien les hommes que les
femmes sont concernés par la phytothérapie. L’examen des résultats montre que les femmes
ont plus de connaissances sur les espéces medicinales par rapport aux hommes, avec un

pourcentage de 87,01 % pour les femmes et 67,47 % pour les hommes.

Tableau N°06 : Répartition de la fréquence d’utilisation de Pituranthos scoparius selon la

classe d’age.

Classe d’age

27-37ans | 38-48ans | 49-59ans | 60-70ans 70 a plus
80 ans

7% 9% 26 % 33% 25 %
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Tableau N°07 : Répartition de la fréquence d’utilisation de Pituranthos scoparius selon le

Sexe.

Nombre des connaisseurs de la plante

Hommes (n=123) 83 (67,47 %)

Femmes (n=77) 67 (87,01 %)

1.2. Niveau d’instruction

La majorite des utilisateurs de la plante sont des analphabétes (61%) ; 16 % ont le niveau

primaire ; 11 et 12 % ont le niveau moyen et secondaire respectivement (Tableau N°08).

Tableau N°08 : Répartition de la fréquence d’utilisation de Pituranthos scoparius selon le

niveau d’instruction.

Niveau d’étude

Analphabete Primaire Moyen Secondaire

61% 16% 11% 12%

1.3. Les maladies traitées

L’analyse des résultats relatifs aux types de maladies traitées par Pituranthos scoparius nous
montre que le traitement du rhume et de la toux sont les plus importants avec un pourcentage
de 32 % de I’ensemble des pathologies. Viennent ensuite le traitement de la rougeole et la
rubéole avec un pourcentage de 18 %, les infections urinaires, 1’eczéma et [’utilisation
post-partum (douleurs et spasmes) sont représentés par 13 %, 12 % et 11 % respectivement.
Les infections respiratoires représentent 8 % des maladies traitées suivie par le rhumatisme

avec 4 % et enfin les troubles digestifs avec 2 % (Figure N°06).
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Figure N° 06 : Répartition des différentes utilisations thérapeutiques de Pituranthos
scoparius.

1.4. Parties utilisées

Les résultats de ’enquéte montrent que la partie aérienne fleurie de la plante est utilisee

préférentiellement (90 %), par rapport aux racines (10 %) (Tableau N°09).

Tableau N°09 : Repartition des différentes parties utilisées de Pituranthos scoparius.

Parties utilisées

Partie aérienne Partie racine

90% 10%

1.5. Mode de préparation et d’administration
Nous remarquons que la préparation en décoction est le mode le plus fréquent (86 %), suivie
par I’infusion (11 %), alors que son usage sous forme de poudre est la moins utilisée par la
population étudiée (3 %) (Tableau N°10).

L’administration par voie orale est la régle générale c’est-a-dire que les remedes prépares
(infusion, decoction) sont bus (86 %), suivie par I’administration sous forme de poudre dont
la matiére végétale est machée ou avalée (5 %). En outre, la voie externe est parfois aussi

d’usage sous forme de bain (6 %) ou cataplasmes (3 %) (Tableau N°11).
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Tableau N°10 : Répartition des différents modes de préparation de Pituranthos scoparius.

Mode de préparation

Décoction

Infusion

Poudre

86 %

11%

3%

Tableau N°11 : Répartition des différents modes d’administrations de Pituranthos scoparius.

Mode d’administration

Boisson

Bain

Cataplasme

Poudre

86 %

6 %

3%

5%

1.6. Efficacité et toxicité
D’aprés notre enquéte tous les informateurs déclarent que la plante est excepte de toxicité.
Concernant les effets indésirables de la phytothérapie, les usagers estiment que 1’effet nocif
des plantes médicinales n’est pas toujours di a la plante elle-méme, mais surtout & un non-
respect (méconnaissance) de la dose adéquate. Cependant, les tradipraticiens soupgonnent la
possibilité d’une contamination (micro-organismes pathogenes, résidus agrochimiques ou
autres) involontaire pendant le stockage et écartent 1’éventualité d’une erreur d’identification

ou de préparation, excepté en cas d’automédication par les usagers.
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2. Analyse phytochimique
2.1. Rendement des extraits de Pituranthos scoparius

Les résultats relatifs aux rendements d’extraction par les différents solvants sont indiqués
dans les tableaux N°12, 13 et 14.

Les résultats d’extraction de la matiére végétale obtenus par macération montrent que les
extraits bruts de la partie aérienne sont recupérés avec un meilleur rendement par rapport a la
partie racine. L’extrait aqueux donne le rendement le plus élevé, il est de 9,63 % suivi de
I’extrait hydrométhanolique (8,67 %), 1’extrait hydroacétonique (6,46 %) et enfin 1’extrait
chloroformique (4 %). Concernant les racines, le rendement le plus élevé est celui de I’extrait
aqueux (5 %) suivi de I’extrait hydrométhanolique et hydroacétonique respectivement
(3,71% et 3,31 %) (Tableau N°12).

Tableau N°12 : Rendement (%) des extraits obtenus par maceération des deux parties de

Pituranthos scoparius avec les différents solvants.

Rendement (%)
Extraits
Partie aérienne Partie racine
Aqueux 9,63 5
Eau/méthanol 8,67 3,71
Eau/acétone 6,46 3,31
Chloroforme 4 15

La méthode d’extraction par reflux pendant 3 heures a 70°C présente un rendement
relativement faible par rapport aux extractions par maceration. Le meilleur rendement est
obtenu avec I’extrait aqueux de la partie aérienne (8 %) suivi de I’extrait hydrométhanolique
et hydroacétonique de la méme partie avec des taux respectifs de 7,7 % et 7,4 % (Tableau
N°13).
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Tableau N°13 : Rendement (%) des extraits obtenus sous reflux des deux parties de

Pituranthos scoparius avec les différents solvants.

Rendement (%)
Extraits
Partie aérienne Partie racine
Aqueux 8 3
Eau/méthanol 7,70 3
Eau/acétone 7,4 3,50
Chloroforme 3,2 0,5

Nous constatons également que les fractions n-butanol ont un meilleur rendement par rapport
aux fractions acétate d’éthyle. Aussi, les rendements d’extractions de la partie aérienne sont

plus élevés que ceux de la partie racine (Tableau N°14).

Tableau N°14 : Rendement (%) des extraits obtenus par fractionnement des deux parties de

Pituranthos scoparius.

Rendement (%)
Extraits
Partie aérienne Partie racine

F. Act/E.MeOH 1,57 0,82
F. n-B/E.MeOH 2,16 0,90
F. Act/E.Ac 0,74 0,64
F.n-B/E.Ac 1,26 1,10
F.Act/E.MeOH : fraction acétate d’éthyle de I’extrait enrichi des flavonoides
F.n-B/E.MeOH : fraction n-butanol de I’extrait enrichi des flavonoides
F.Act/E.Ac : fraction acétate d’éthyle de I’extrait enrichi des tanins
F.n-B/E.Ac : fraction n-butanol de 1’extrait enrichi des tanins
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2.2. Tests pyhtochimiques

Les tests phytochimiques sont réalisés sur des extraits bruts dont’extrait aqueux,
eau/methanol, eau/acétone et chloroforme, ainsi que sur les extraits spéecifiques dont les

fractions acétate d’éthyle et n-butanol des deux parties de Pituranthos scoparius.
2.2.1. Extraits bruts

Les résultats obtenus par macération ont révélé une forte présence des tanins cathéchiques et
des coumarines dans tous les extraits testés a 1’exception de 1’extrait aqueux des racines.
Tandis que les flavonoides sont fortement présents dans ’extrait eau/méthanol et 1’extrait
chloroformique de la partie aérienne mais faiblement présents dans les extraits eau/méthanol,
eau/acétone des racines. Les extraits aqueux ne renferment aucune trace de flavonoides.
Concernant les terpenoides, ils sont présents dans presque tous les extraits. En effet, I’extrait
eau/méthanol de la partie aérienne renferme une quantité importante de terpénoides et a un
degré moindre dans ’extrait chloroformique des racines. En revanche, nous remarquons que
les saponosides et les anthraquinones sont absents dans I’ensemble des extraits. Ces résultats
nous ont permis de mettre en évidence la richesse de la partie aérienne de notre plante en

certains métabolites secondaires par rapport a la partie racine (Tableau N°15).
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Tableau N°15 : Screening phytochimique des extraits de Pituranthos scoparius obtenus par

macération pendant 24h & température ambiante.

Extraits Partie aérienne Partie racine
;ri‘r’:l‘i‘aises AQ |E/MeOH | E/Ac | CL | AQ | E/MeOH | E/Ac | CL
Flavonoides - +++ - ++ - + + -+
Sterols et triterpenes ++ +++ + +++ - ++ ++ "
Terpénoides + +++ + + + + + ++
Saponosides - - - - - - - -
Quinones + + + + - + + +
Coumarines + +++ +++ |+ ++ +++ +++ |+

Mayer - - + +++ - + } -
Alcaloides

Wagner - - + - - - - +
Tanins cathéchiques +t +t +t + - ++ ++ +
Tanins galliques - - - - - - - -
Anthraquinones - - - - - - - -
Composés reducteurs | +++ +++ + +++ + 4+ + 4t

AQ : extrait aqueux. E/MeOH : extrait hydrométhanolique. E/Ac : extrait hydroacétonique.
CL : extrait chloroformique.
(-): Absent, (+): Présent, (++):moyennement présent, (+++): fortement présent.

En ce qui concerne les tests phytochimiques réalisés sur les extraits obtenus par extraction
sous reflux, la composition en métabolites secondaires varie d’un extrait a un autre.
Nous constatons une forte présence des terpénoides, des sucres réducteurs et des tanins
cathéchiques dans tous les extraits a I’exception de I’extrait aqueux des racines qui est le plus
pauvre en metabolites. Ce dernier ne contient que les terpénoides, les coumarines et les
composés réducteurs. Par ailleurs, les alcaloides sont fortement présents dans les extraits
chloroformiques particulierement. Tandis que, les saponosides et les anthraquinones sont

absents dans tous les extraits (Tableau N°16).
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Tableau N°16 : Screening phytochimique des extraits de Pituranthos scoparius obtenus par

extraction sous reflux pendant 3h a 70°C.

Extraits Partie aérienne Partie racine
Groupes
chimiques AQ E/MeOH | E/Ac | CL | AQ | E/MeOH | E/Ac | CL
Flavonoides +++ +++ ++ + - + +++ -
Stérols et triterpenes - +H+ + ++ - + |+
Terpénoides +++ +++ + +++ + +++ + +++

Saponosides - - - - - - - N

Quinones + ++ ++ + - ++ +++ -
Coumarines + + + ++ + + - +
Mayer - - - ++ - + -+ +
Alcaloides
Wagner - - - ++ - - - -
Tanins cathéchiques +++ +++ +++ + - + ++ +

Tanins galliques - - - - - - - -

Anthraquinones - - - - - - - -

Composés réducteurs | ++ +++ I + 4 F++ | A+

AQ : extrait aqueux. E/MeOH : extrait hydrométhanolique. E/Ac : extrait hydroacétonique.
CL : extrait chloroformique.
(-): Absent, (+): Présent, (++): moyennement présent, (+++):fortement présent.
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2.2.2. Extraits spécifiques

Les tests phytochimiques effectués sur les différentes fractions butanolique et acétate d’éthyle

de Pituranthos scoparius ont donné les résultats présentés dans le tableau N°17.

Il ressort de ce tableau que les fractions acétate d’éthyle et n-butanol des deux parties de la
plante contiennent des flavonoides, des quinones et des coumarines. Nous distinguons aussi
que les fractions acétate d’éthyle et n-butanol de I’extrait enrichi des tanins des deux parties
de la plante sont riches en terpénoides, en quinones et en composés réducteurs. D’autre part,
nous remarquons une richesse de la plante en tanins, sachant que la partie aérienne contient
des tanins galliques tandis que la partie racine contient des tanins cathéchiques. En outre, une
absence totale des anthraquinones, des stérols et des triterpénes est notée dans toutes les

fractions étudiées.
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Tableau N°17 : Screening phytochimique des différentes fractions de Pituranthos scoparius.

Extraits

Partie aérienne Partie racine
F.Act/ F.n-B/ F.Act/ | F.nB/ F.Act/ F.n-B/ F.Act/ | F.nB/

Groupes
chimiques E.MeOH | EEMeOH | E.Ac E.Ac | EMeOH | EMeOH | E.Ac E.Ac
Flavonoides +++ ++ - +++ + 4+ - +
Stérols et - - - - - - - -
triterpénes
Terpénoides ++ +++ + +++ +++ - ++ +
Saponosides + - + + - - -
Quinones bt IR ++ bt ++ ++ +++ +
Coumarines + ++ + - + + —+ +

Mayer - - - - ++ + . +
Alcaloides

Wagner - - - - ++ + - +
Tannins - - - - 4+ ++ S ++

cathéchiques

Tanins galliques +++ +++ +++ +++ - . ) )

Anthraquinones - - - - - - - -

Composés +++ +++ +++ +++ - S+ + F+
réducteurs

F.Act/E.MeOH : fraction acétate d’éthyle de I’extrait enrichi des flavonoides
F.n-B/E.MeOH : fraction n-butanol de I’extrait enrichi des flavonoides
F.Act/E.Ac : fraction acétate d’éthyle de 1’extrait enrichi des tanins
F.n-B/E.Ac : fraction n-butanol de I’extrait enrichi des tanins

(-): Absent, (+): Présent, (++):moyennement présent, (+++):fortement présent.
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Il ressort de cette partie d’étude que :

- Les extraits obtenus ont une composition variable selon la nature du solvant utilisé, la
partie de la plante étudiée et la méthode d’extraction.

- La partie aérienne est plus riche en métabolites secondaires que la partie racine.

- Les différents extraits se caractérisent par une richesse en tanins, en coumarines et en
composés réducteurs. En outre, nous remarquons une absence totale des

anthraquinones.
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2.3.  Teneur en polyphénols et en flavonoides totaux
Les résultats relatifs au dosage des polyphénols et des flavonoides totaux sont exprimés en
milligrammes équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EQAG/g), et en
milligrammes équivalent de catéchine par gramme d’extrait (mg EqCA/g) respectivement.
En utilisant 1’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de ’acide

gallique et de la catéchine (Figure N°07 et 08).

Acide gallique

1 y = 0.8005x + 0.0728
0.9 - R2 =0.9537

Absorbance
o
(o]

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Concentrations (mg/mL)

Figure N°07 : Courbe étalon de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols.

Catéchine
1.2 1 y = 1.0078x + 0.0104
° 1.0 - R? =0.9955
£ 08 -
o]
5 0.6 -
< 04
0.2 -
00 T T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Concentrations (mg/mL)

Figure N°08: Courbe étalon de catéchine pour le dosage des flavonoides totaux.
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2.3.1. Extraits bruts

Les teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux dans les extraits de Pituranthos scoparius
obtenus par maceération sont regroupés dans le tableau N°18. Nous remarquons que la teneur
en polyphénols varie dans les deux parties étudiees de la plante. Les extraits hydroacétonique
et hydrométhanolique de la partie aérienne renferment les taux les plus élevés en polyphénols,
6,16 mg EQAG/g E et 5,94 mg EqAG/g E respectivement. Les autres extraits contiennent de
faibles teneurs.

Concernant la teneur en flavonoides totaux dans les différents extraits de la plante, nous
constatons que I’extrait hydrométhanolique des racines renferme le taux le plus elevé 0,84 mg
EqQCA/QE, suivi de I’extrait aqueux et hydroacétonique de la méme partie de la plante avec
des taux de 0,64 et 0,4 mg EqCA/QE respectivement. Tandis que le reste des extraits
renferment des teneurs comparables allant de 0,19 a4 0,21 mg EqCA/g E.

Tableau N°18 : Teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux dans les extraits de Pituranthos

scoparius obtenus par macération.

Partie de Extrait Polyphénols Flavonoides totaux
la plante xtraits . :
mg EqQAG /g d’extrait mg EqCA /g d’extrait
AQ 2,20+0,02 0,21+0,006
Aérienne
E/MeOH 5,94+0,01 0,21+0,009
E/Ac 6,16+0,02 0,19+0,009
AQ 2,86+0,03 0,64+0,004
Racine
E/MeOH 2,86+0,01 0,84+0,01
E/Ac 2,64+0,02 0,40+0,06
AQ : extrait aqueux. E/MeOH : extrait hydrométhanolique.
E/Ac : extrait hydroacétonique.
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Le dosage des polyphénols et flavonoides totaux dans les extraits obtenus par extraction sous
reflux a donné les résultats indiqués dans le tableau N°19, la teneur la plus élevée en
polyphénols est celle de ’extrait hydrométhanolique 5,50 mgEqAG/g E de la partie aérienne,
suivie de I’extrait aqueux, eau/méthanol et eau/acétone de la partie racine avec des taux de

4,18 ; 4,18 et 3,74 mg EqQCA/g E respectivement.

Le taux de flavonoides totaux le plus élevé est obtenu avec 1’extrait hydroacétonique 2,27 et

1,01 mg EqCA/g E de la partie aérienne et racine respectivement.

Tableau N°19 : Teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux dans les extraits de

Pituranthos scoparius obtenus par reflux.

Partie de Extrait Polyphénols Flavonoides totaux
la plante xtrais . .
mg EqAG /g d’extrait mg EqCA /g d’extrait
AQ 2,64+0,01 0,50
Aérienne E/MeOH 5,50+0,03 0,30
E/Ac 3,19+0 2,27+0
AQ 4,18+0 0,210
Racine E/MeOH 4,18+0 0,7+0,01
E/Ac 3,740 1,01+0
AQ : extrait agueux. E/MeOH : extrait hydrométhanolique.
E/Ac : extrait hydroacétonique.
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2.3.2. Extraits specifiques
Le tableau N°20 rassemble les résultats relatifs aux dosages des polyphénols et des
flavonoides totaux dans les fractions butanolique et acétate d’éthyle. Nous remarquons que la
teneur en polyphénols dans la partie aérienne de la fraction acétate d’éthyle de 1’extrait enrichi
des flavonoides est la plus élevee avec un taux de 10,35 mg EQAG/g E. Pour les racines, ce

taux est de 8,14 mg EqAG/g E pour la méme fraction.

Par ailleurs, nous remarquons une teneur relativement faible en flavonoides totaux dans les

différentes fractions étudiées de la plante.

Tableau N°20 : Teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux dans les fractions acétate
d’¢éthyle et n-butanol de Pituranthos scoparius.

Partie de Extrait Polyphénols Flavonoides totaux
la plante xtraits . .
mg EqAG /g d’extrait | mg EqQCA /g d’extrait
F.Act/E.MeOH 10,350 0,23+0,02
F.n-B/E.MeOH 10,05+0,02 0,4+0,01
Aérienne
F.Act/E.Ac 0,16+0,008 0,071+0,01
F.n-B/E.Ac 0,26+0,003 0,041+0
F.Act/E.MeOH 8,14+0,02 1,83+0,007
Racine F.n-B/E.MeOH 5,78+0,01 0,20+0
F.Act/E.Ac 0,27+0,003 0,10+0,005
F.n-B/E.Ac 0,078+0,003 0,035+0,004
F.Act/E.MeOH : fraction acétate d’éthyle de I’extrait enrichi des flavonoides
F.n-B/E.MeOH : fraction n-butanol de I’extrait enrichi des flavonoides
F.Act/E.Ac : fraction acétate d’éthyle de I’extrait enrichi des tanins
F.n-B/E.Ac : fraction n-butanol de I’extrait enrichi des tanins
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De cette partie d’étude, nous pouvons dire que :
- Lateneur en polyphénols et en flavonoides totaux varie en fonction du solvant et de la
partie de la plante utilisée.
- Les polyphénols et les flavonoides totaux sont plus concentrés dans la partie aérienne.
- Le taux de flavonoides totaux est plus faible que celui des polyphénols, cela nous
permet de déduire que les polyphénols sont représentés majoritairement par la famille

des tanins.
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3. Analyses biologiques

3.1. Détermination du pouvoir antiradicalaire des extraits de Pituranthos scoparius

L’activité antiradicalaire des extraits de Pituranthos scoparius a été évaluée par la méthode de

piégeage du radical libre DPPH.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction des
concentrations croissantes de chaque extrait. A partir des valeurs des densités optiques
obtenues, nous avons calculé les pourcentages d’inhibition en utilisant la formule donnée

auparavant.

Les valeurs obtenues nous ont permis de tracer des courbes représentées sur les
figures N°09, 10 et 11. Nous avons déterminé graphiquement les valeurs d’ICso qui
représente la concentration médiane d’inhibition du radical. Sa valeur est comparée a celle de

’acide ascorbique, molécule de référence.

3.1.1. Extraits bruts

Les résultats du pouvoir antiradicalaire des extraits obtenus par macération, sont représentés
sur la figure N°09. Les valeurs de leurs ICso et celle de ’acide ascorbique sont indiquées dans
le tableau N°21. A une concentration de 250 pg/mL, les extraits de la partie aérienne
présentent le pourcentage de réduction du DPPH le plus élevé : 98,43 % ; 88,13 % ; 83,52 %
pour les extraits aqueux, eau/méthanol, eau/acétone respectivement. Contrairement aux
extraits des racines qui ont un pourcentage de réduction de 82,23 % ; 71,57 % ; 71,56 % pour
les extraits : eau/méthanol, eau/acétone et aqueux respectivement.

En fonction des résultats obtenus, 1’acide ascorbique a montré une activité antiradicalaire tres

puissante avec une I1Cso de 3pg/mL.

Les extraits de la partie aérienne ont des valeurs d’ICso Iégérement inférieures a celles des
extraits de la partie racine ou I’extrait aqueux de la partie aérienne présente la meilleure
activité antiradicalaire avec une ICsp de 45 pg/mL. De méme que I’extrait hydrométhanolique
de la partie aérienne et racine présentent une activité antiradicalaire considérable par rapport
aux autres extraits, leurs valeurs d’ICso sont de 72,75 et 98,75 pug/mL respectivement. Tandis
qgue les extraits hydroacétonique présentent des activités moyennes avec des ICso de

105,75pug/mL dans la partie aérienne et 111ug/mL dans la partie racine.
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Figure N°09 : Pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction des différentes

concentrations utilisées pour les extraits aqueux (A), eau/méthanol (B) et eau/acétone (C)

obtenus par macération.
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Tableau N°21 : Valeurs des ICso calculées pour les extraits des deux parties de

Pituranthos scoparius obtenus par macération.

Partie de I
I1Cs0 exprimées en pg/mL
la plante %0 &P H
. AQ E/MeOH E/Ac Ac asc
Extraits
Aérienne 45+ 0,03 72,75+ 0,02 | 105,75+0,04
3+0,02
Racine 124+0,04 | 98,75+£0,02 | 111+0,02
AQ : extrait aqueux. E/MeOH : extrait hydrométhanolique.
E/Ac : extrait hydroacétonique. Ac asc : acide ascorbique

Les résultats du pouvoir antiradicalaire des extraits de Pituranthos scoparius obtenus par
reflux, sont indiqués dans la figure N°10. Les valeurs de leurs ICso sont indiquées dans le
tableau N°22. Nous remarquons qu’a une concentration de 250 pg/mL les extraits de la partie
aérienne présentent le pourcentage de réduction du DPPH le plus élevé avec 82,81 % ;
80,56% pour les extraits eau/méthanol, eau/acétone respectivement. En revanche, les extraits
des racines présentent un faible pourcentage de réduction avec 80,27 % ; 74,39 % ; 68,3%
pour les extraits eau/acétone, eau/méthanol et aqueux respectivement.

Les extraits de la partie aérienne présentent des valeurs d’ICso Iégérement inférieures a celles
de la partie racine ou I’extrait hydroacétonique de la partie aérienne présente la meilleure
activité antiradicalaire avec une ICso de 104,6 pug/mL suivi de I’extrait hydrométhanolique

avec une 1Cso de 107 pg/mL.

Notons que les extraits des racines présentent une activité moyenne avec des ICso qui varient
entre 114,71 pg/mL et 134,01 pg/mL (Tableau N°22).
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Figure N°10 : Pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction des différentes
concentrations utilisées pour les extraits aqueux (A), eau/méthanol(B) et eau/acétone(C)

obtenus par reflux.
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Tableau N°22 : Valeurs des ICso calculées pour les extraits des deux parties de

Pituranthos scoparius obtenus par reflux.

Partie de _,
la plante I1Cs0 exprimées en pg/mL
i AQ E/MeOH E/Ac Ac asc
Extraits

Aérienne 160,62+0,01 | 107+0,03 104,6+0,04
3+0,02

Racine 127,38+0,01 | 114,71+0,05 | 134,01+0,02

AQ : extrait aqueux. E/MeOH : extrait hydrométhanolique.
E/Ac : extrait hydroacétonique. Ac asc : acide ascorbique

3.1.2. Extraits spécifiques

D’aprés la figure N°11, les fractions d’acétate d’éthyle sont les plus actives par rapport aux
fractions n-butanol avec un taux d’inhibition supérieur a 90 % a la concentration maximale

250 pg/mL.

Les valeurs d’ICsg variant entre 34 et 176 pug/mL. La fraction acétate d’éthyle de 1’extrait
enrichi des tanins des racines est la plus active avec une ICso de 34 pug/mL, suivie de la méme

fraction de la partie aérienne (41,75 pg/mL) (Tableau N°23).
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Figure N°11 : Pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction des différentes
concentrations utilisées pour les différentes fractions.
Tableau N°23 : Valeurs des ICsg calculées pour les différentes fractions de Pituranthos
scoparius.
Partie de .
I1Cs0 exprimées en pg/mL
la plante 50 &Xp Hd
F.Act/ F.n-B
i F.Act/E.Ac | F.n-B/[E.Ac | Acasc
EXtralts | £ MeOH | /E.MeOH
Aérienne 78,5 £0,01 | 155,5£ 0,007 | 41,75+0,01 | 123,75+0,005 340.02
Racine 51,25+0,01 | 176 £0,003 34+0,005 760,01

F.Act/E.MeOH : fraction acétate d’éthyle de 1’extrait enrichi des flavonoides
F.n-B/E.MeOH : fraction n-butanol de 1’extrait enrichi des flavonoides
F.Act/E.Ac : fraction acétate d’éthyle de 1’extrait enrichi des tanins
F.n-B/E.Ac : fraction n-butanol de 1’extrait enrichi des tanins
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Au terme de cette partie de notre travail, nous pouvons dire que :

- L’ensemble des extraits testés ont des ICso relativement élevés par rapport a I’acide
ascorbique qui est une molécule de référence pure et qui présente une activité
antioxydante tres forte.

- Les extraits de la partie aérienne montrent un pouvoir de piégeage du radical DPPH
plus élevé par rapport aux extraits de la partie racine.

- Les extraits obtenus par macération présentent les valeurs d’ICsg les plus basses, donc

de meilleure activité par rapport aux extraits obtenus par reflux.
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3.2. Evaluation de Dactivité antioxydante des extraits de Pituranthos scoparius par la

méthode de réduction du Fer

Dans cette méthode, la détermination de 1’activité antioxydante est basée sur la capacité des
polyphénols a réduire le fer ferrique Fe®*" en fer ferreux Fe?*. En tracant les courbes des
absorbances obtenues pour chaque extrait, nous remarquons que la capacité de réduction du
fer est proportionnelle a 1’augmentation de la concentration de nos extraits. Les valeurs
obtenues pour les extraits de Pituranthos scoparius sont comparées a celle de I’acide

ascorbique et le BHT.
3.2.1. Extraits bruts

Nous remarquons que les valeurs des absorbances a une concentration de 6 mg/mL des
extraits des racines obtenues par macération sont de 1’ordre de 1,11 ; 0,93; 0,78 pour les
extraits aqueux, hydroacétonique et hydrométhanolique respectivement qui sont supérieurs
aux absorbances de la partie aérienne, avec des valeurs de 0,93; 0,78 et 0,58 pour les

extraits hydroacétonique, hydrométhanolique et aqueux respectivement (Figure N°12).
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Partie aérienne A
2.5 -
e R?=0,9358
c 2 R2=0,9147
O 1
o
s 1.5 -
g . W ®Eau
S 1 - R2 = 0,9921 M Eau/méthanol
g R2=0,992 Eau/acétone
2 05 - R2=0,9875 XAc asc
< ®BHT
0 i T T T 1
0 2 4 6 8
Concentration mg/mL
Partie racine B
2.5 -
2 =
g 5 | R2=0,9358
S R2=10,9147 ¢ Eau
S 15 - M Eau/méthanol
§ R2=0,9825 Eau/acétone
_‘é 1 - Rz = 0,9952 > AcC asc
S r R2=10,9935 @BHT
9 0.5 A
<
0 - T T T 1
0 2 4 6 8
Concentration mg/mL

Figure N°12 : Pouvoir réducteur des extraits de la partie aérienne (A) et racine (B) de

Pituranthos scoparius obtenus par macération.

Le pouvoir réducteur des extraits obtenus par extraction sous reflux des racines, présente une
capacité a réduire le fer de I’ordre de 0,94 ; 0,90 ; 0,8 a une concentration de 6 mg/mL pour
les extraits hydrométhanolique, hydroacétonique et aqueux respectivement, par rapport aux
extraits eau/acétone, eau/méthanol et aqueux qui pour la méme concentration présentent des

taux de réductions de 1 ; 0,8 et 0,68 respectivement (Figures N°13).
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Figure N°13 : Pouvoir réducteur des extraits de la partie aérienne (A) et racine (B) de

Pituranthos scoparius obtenus par reflux.
3.2.2. Extraits spécifiques

Nous constatons que les fractions acétate d’éthyle et n-butanol des racines présentent une
activité de réduction de fer plus intéressante par rapport a celles de la partie aérienne.
Nous remarquons qu’a la concentration de 6 mg/mL, les absorbances obtenues sont égales a
1,73 pour les fractions acétate d’éthyle des extraits enrichis des flavonoides et des tanins.
Concernant les fractions n-butanol des extraits enrichis des flavonoides et des tanins, les

valeurs obtenues sont de I’ordre de 1,67 et 1,35 respectivement (Figure N°14).
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Figure N°14 : Pouvoir réducteur des fractions de la partie aérienne (A) et racine (B) de

Pituranthos scoparius.
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Il ressort de cette partie de I’étude que :

- Les extraits testes ont montré une grande capacité a réduire le fer.

- La méthode d’extraction par macération a donnée des résultats relativement meilleurs
que celles obtenus par la méthode sous reflux.

- La partie racine a une grande activité antioxydante par rapport a la partie aérienne.

- Les fractions des extraits spécifiques présentent une meilleure activité de réduction du
fer par rapport aux extraits bruts.

- Les fractions acétate d’éthyle et n-butanol des racines ont donné de meilleurs résultats.
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3.3. Evaluation de I’activité antibactérienne des extraits de Pituranthos scoparius

L’évaluation de I’activité antibactérienne est réalisée par la technique de diffusion des disques

sur milieu solide et la technique de microdilution en milieu liquide.

Seuls les extraits qui ont donné une bonne activité par la méthode des disques ont fait I’objet
de la détermination de leurs Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI), et Bactéricides
(CMB).

3.3.1. Méthode de diffusion sur gélose

Le DMSO utilisé comme solvant pour dissoudre les extraits, a été testé au prealable pour sa
neutralité vis-a-vis des souches bactériennes étudiées. Il est considéré comme un témoin

négatif.

Les diamétres des zones d’inhibition de chaque souche bactérienne, par les différents extraits

sont mesurés et les résultats obtenus sont résumés dans les tableaux N°24 a 29.

- Extraits bruts

Le tableau N°24 regroupe les résultats de I’activité antibactérienne des extraits bruts de la
partie aérienne de Pituranthos scoparius obtenus par macération vis-a-vis de chacune des

14 souches bactériennes testées.
Nous constatons que :

- La gentamicine, antibiotique a large spectre utilisé comme témoin positif, présente des
diametres d’inhibition élevés par rapport a nos extraits vis-a-vis de toutes les souches
testées.

- L’extrait eau/méthanol est le plus efficace, il est actif vis-a-vis de dix souches
bactériennes. Le diamétre d’inhibition le plus élevé (15 mm) est obtenu vis-a-vis de
Bacillus subtilis.

- L’extrait eau/acétone montre une activité antibactérienne relativement forte avec un
diamétre d’inhibition de 22 mm vis-a-vis de Proteus mirabilis, et 17 mm vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa.

- L’extrait aqueux ne montre aucune activité envers les souches testées.
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Tableau N°24 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des extraits de la partie aérienne de

Pituranthos scoparius obtenus par macération vis-a-vis des différentes souches bactériennes.

Souches
Extraits AQ CL E/MeOH E/Ac GENT
Staphylococcus aureus ATCC
95923 NA NA 12 7 23
+ | Staphylococcus aureus (MRSA) NA 9 7 7 18
= ATCC 43300
© -
5 Bacillus cereus ATCC11778 NA 10 12 15 13
«T
P - —
% Bacillus subtilis ATCC 6633 NA 9 15 13 14
3]
@© Enterococcus faecalis ATCC
m
95212 NA NA 9 7 16
Listeria monocytogenes ATCC
10115 NA NA 14 7 11
Enterobacter cloacae ATCC
13047 NA 7 11,5 9 17
Acinetobacter baumanii
ATCC 19606 NA NA NA 9 13
Klebsiella pneumoniae ATCC
é 20603 NA NA 11,5 NA 14
S Pseudomonas aeruginosa
O ATCC 27853 NA 9 10 17 21
8 | Proteus mirabilis ATCC 35659
‘E 7 NA NA 22 24
f;é Salmonella typhimurium ATCC NA NA 11 NA 25 5
13311 '
Escherichia coli ATCC 25933 NA NA NA NA 14
Citrobacter freundii ATCC NA 7 10 NA 29
8090

AQ : extrait aqueux. E/MeOH : extrait hydrométhanolique. E/Ac : extrait hydroacétonique.CL :

extrait chloroformique. GET: Gentamicine. NA: activité nulle.
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Les résultats de I’activité antibactérienne des extraits bruts de la partie racine de Pituranthos

scoparius, obtenus par macération sont regroupes dans le tableau N°25.
D’aprés les résultats obtenus nous remarquons que :

- Pseudomonas aeruginosa est la plus sensible a I’extrait chloroformique avec un
diamétre d’inhibition de 12,5 mm, suivie de Staphylococcus aureus MRSA (10 mm).

- Bacillus subtilis est sensible a 1’extrait hydroacétonique avec un diamétre d’inhibition
de 11mm.

- Enterococcus faecalis est sensible a 1’extrait hydrométhanolique avec un diametre

d’inhibition de 10 mm.
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Tableau N°25 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des extraits de la partie racine de

Pituranthos scoparius obtenus par macération vis-a-vis des différentes souches bactériennes.

Souches . AQ | CL E/MeOH | E/Ac GENT
Extraits
Staphylococcus aureus ATCC
95023 NA NA 8 NA 23
Staphylococcus aureus(MRSA)
_é ATCC 43300 NA 10 10 NA 18
© | Bacillus cereus ATCC11778
) NA NA 9 9 13
«T
8 Bacillus subtilis ATCC 6633
% NA NA 7 11 14
§ Enterococcus faecalis ATCC
m 95212 NA NA 10 NA 16
Listeria monocytogenes ATCC
10115 NA 8 NA NA 11
Enterobacter cloacae ATCC
13047 NA NA NA NA 17
Acinetobacter baumanii
ATCC 19806 NA NA NA NA 13
. Klebsiella pneumoniae ATCC NA NA NA NA 14
e 70603
(-5 -
o Pseudomonas aeruginosa
&g ATCC 27853 NA 12,5 NA NA 21
- —
% Proteus mirabilis ATCC 35659 NA NA NA NA 24
3] —
& | Salmonella typhimurium ATCC NA NA NA NA 255
13311 '
Escherichia coli ATCC 25933 NA NA NA NA 14
Citrobacter freundii ATCC NA 9 NA NA 29
8090

AQ : extrait agueux. E/MeOH : extrait hydrométhanolique. E/Ac : extrait hydroacétonique. CL :
extrait chloroformique. GET: Gentamicine. NA: activité nulle.
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Le tableau N°26 regroupe les résultats relatifs a 1’activité antibactérienne des extraits de la
partie aérienne de Pituranthos scoparius, obtenus par la méthode d’extraction sous reflux

vis-a-vis des souches bactériennes testées.
D’apres I’ensemble des résultats obtenus, NoUus remarquons que :

- L’extrait le plus actif est I’extrait hydrométhanolique. En effet, ce dernier, est actif
vis-a-vis de huit souches bactériennes sur quatorze testées. Le diamétre le plus élevé est
de 16 mm vis-a-vis de Bacillus cereus.

- L’extrait hydroacétonique est efficace vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa, Bacillus

cereus et Bacillus subtilis avec des diametres d’inhibition respectifs de 15; 12,5 et 12
mm.

- L’extrait chloroformique est actif envers Bacillus cereus avec un diametre de 12 mm.

Les résultats de I’activité antibactérienne des extraits de la partie racine obtenus par la

méthode d’extraction sous reflux, sont présentés dans le tableau N°27.
Nous constatons que :

- L’extrait chloroformique est le plus actif vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa avec un
diameétre d’inhibition de 16,5 mm.

- L’extrait hydrométhanolique présente des zones d’inhibition de 12 et 11 mm vis-a-vis
de Bacillus subtilis et Bacillus cereus respectivement.

- L’extrait hydroacétonique présente une activité moyenne vis-a-vis de Pseudomonas

aeruginosa avec un diamétre d’inhibition de 9 mm.
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Tableau N°26 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des extraits de la partie aérienne de

Pituranthos scoparius obtenus par reflux vis-a-vis des différentes souches bactériennes.

8090

Souches
Extraits AQ CL E/MeOH E/Ac GENT
Staphylococcus aureus ATCC
95923 NA 9 10 NA 23
Staphylococcus aureus(MRSA)
* ATCC 43300 NA 9 9 NA 18
(U -
5 Bacillus cereus ATCC11778 NA 12 16 125 13
«C
3 Bacillus subtilis ATCC 6633 NA NA 15 12 14
\Q
3]
@© Enterococcus faecalis ATCC
m
95212 7 NA 7 NA 16
Listeria monocytogenes ATCC NA NA NA NA 11
19115
Enterobacter cloacae ATCC
13047 NA NA 11 NA 17
Acinetobacter baumanii
ATCC 19606 NA NA ! 8 13
. Klebsiella pneumoniae ATCC NA NA 13 NA 14
= 70603
('5 -
o Pseudomonas aeruginosa
o ATCC 27853 NA NA d 15 21
- —
% Proteus mirabilis ATCC 35659 NA NA NA 6 24
§ Salmonella typhimurium ATCC
m
13311 7 NA NA 6 25,5
Escherichia coli ATCC 25933 7 NA 6 NA 14
Citrobacter freundii ATCC 7 NA 9 NA 29

AQ : extrait agueux. E/MeOH : extrait hydrométhanolique. E/Ac : extrait hydroacétonique. CL :

extrait chloroformique. GET: Gentamicine. NA: activité nulle.
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Tableau N°27 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des extraits de la partie racine de

Pituranthos scoparius obtenus par reflux vis-a-vis des différentes souches bactériennes.

Souches

Extraits AQ CL E/MeOH E/Ac GENT
Staphylococcus aureus ATCC NA NA NA NA 23
25923
Staphylococcus aureus(MRSA)
.é ATCC 43300 NA 10 NA NA 18
© | Bacillus cereus ATCC11778
) NA NA 11 7 13
«T
8 Bacillus subtilis ATCC 6633
:% NA NA 12 NA 14
3] -
ch Enterococcus faecalis ATCC NA NA NA NA 16
25212
Listeria monocytogenes ATCC NA NA NA NA 11
19115
Enterobacter cloacae ATCC
13047 NA NA NA NA 17
Acinetobacter baumanii
ATCC 19506 NA NA NA NA 13
. Klebsiella pneumoniae ATCC NA NA NA NA 14
e 70603
('5 .
o Pseudomonas aeruginosa
&g ATCC 27853 NA 16,5 NA 9 21
- —
% Proteus mirabilis ATCC 35659 NA NA NA NA 24
3] —
& | Salmonella typhimurium ATCC NA NA NA NA 255
13311 '
Escherichia coli ATCC 25933 NA NA NA NA 14
CltrobacterSgggndu ATCC NA 10 NA NA 29

AQ : extrait agueux. E/MeOH : extrait hydrométhanolique. E/Ac : extrait hydroacétonique. CL :

extrait chloroformique. GET : Gentamicine. NA : activité nulle.
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- Extraits spécifiques

Nous avons évalué I’activité antibactérienne des différentes fractions des extraits enrichis des
flavonoides et des tanins obtenues a partir des deux parties de la plante (Tableaux N°28 et
29).

D’aprés les résultats obtenus, nous remarquons que :

- La fraction acétate d’éthyle de I’extrait enrichi des flavonoides des deux parties de la
plante (aérienne et racine) montre une activité antibactérienne intéressante vis-a-vis
de Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium
et Citrobacter freundii avec des diamétres d’inhibition allant de 9 a 13 mm.

- La fraction acétate d’éthyle de ’extrait enrichi des tanins ne montre aucune activité
vis-a-vis des souches testées a 1’exception de la partie racine, qui est efficace contre
Staphylococcus aureus avec un diamétre d’inhibition de 12 mm.

- Une absence totale de I’activité est observée dans le cas de la fraction butanolique issue
aussi bien de la partie aérienne que des racines vis-a-vis de I’ensemble des souches
testées, a I’exception de Citrobacter freundii qui montre une sensibilité moyenne
(8 mm).
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Tableau N°28 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des différentes fractions de la partie

aerienne de Pituranthos scoparius vis-a-vis des différentes souches bactériennes.

Souches F.Act/ F.n-B/ F.ACt/ F.n-B/ GENT
. E.MeOH | E.MeOH E.Ac E.Ac
Extraits
Staphylococcus aureus ATCC
95923 13 NA NA NA 23
Staphylococcus aureus(MRSA)
.é ATCC 43300 NA NA NA NA 18
© | Bacillus cereus ATCC11778
o 10 NA 7 NA 13
«T
8 Bacillus subtilis ATCC 6633
:% 12 NA 7 NA 14
§ Enterococcus faecalis ATCC
m 95212 ND ND ND ND 16
Listeria monocytogenes ATCC
10115 7 7 NA NA 11
Enterobacter cloacae ATCC
13047 7 NA NA NA 17
Acinetobacter baumanii
ATCC 19606 ! ! / NA 13
Klebsiella pneumoniae ATCC
é 20603 NA NA NA NA 14
S Pseudomonas aeruginosa
S)U ATCC 27853 ND ND ND ND 21
8| Proteus mirabilis ATCC 35659
‘E NA NA NA NA 24
f;é Salmonella typhimurium ATCC 9 NA NA NA 255
13311 ,
Escherichia coli ATCC 25933 7 NA NA NA 14
Citrobacter freundii ATCC
8090 9 8 NA 7 29

F.Act/E.MeOH : fraction acétate d’éthyle de I’extrait enrichi des flavonoides
F.n-B/E.MeOH : fraction n-butanol de I’extrait enrichi des flavonoides

F.Act/E.Ac : fraction acétate d’éthyle de I’extrait enrichi des tanins

F.n-B/E.Ac : fraction n-butanol de I’extrait enrichi des tanins
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Tableau N°29 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des différentes fractions de la partie

racine de Pituranthos scoparius vis-a-vis des différentes souches bactériennes.

Souches F.ACt/ F.n-B/ F.Act F.n-B/ GENT
Extraits E.MeOH | E.MeOH /E.Ac E.Ac
Staphylococcus aureus ATCC
25923 12 NA 12 NA 23
Staphylococcus aureus(MRSA)
E ATCC 43300 NA NA NA ! 18
© | Bacillus cereus ATCC11778
15 9 NA NA NA 13
/C
8| Bacillus subtilis ATCC 6633 9 NA NA NA 14
&
3] -
= Enterococcus faecalis ATCC ND ND ND ND 16
25212
Listeria monocytogenes ATCC NA NA NA NA 11
19115
Enterobacter cloacae ATCC
13047 NA NA 7 NA 17
Acinetobacter baumanii
ATCC 19606 NA NA NA NA 13
Klebsiella pneumoniae ATCC
é 70603 NA NA 7 NA 14
('5 -
o Pseudomonas aeruginosa
&g ATCC 27853 ND ND ND ND 21
- —
% Proteus mirabilis ATCC 35659 10 NA NA NA 24
B —
& | Salmonella typhimurium ATCC 9 NA NA NA 255
13311 ,
Escherichia coli ATCC 25933 9 NA NA NA 14
Citrobacter freundii ATCC
8090 9 NA NA 7 29

F.Act/E.MeOH : fraction acétate d’éthyle de 1’extrait enrichi des flavonoides
F.n-B/E.MeOH : fraction n-butanol de I’extrait enrichi des flavonoides
F.Act/E.Ac : fraction acétate d’éthyle de I’extrait enrichi des tanins
F.n-B/E.Ac : fraction n-butanol de I’extrait enrichi des tanins
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D’apres ’analyse des résultats obtenus, nous pouvons deduire que :

- Les extraits obtenus par macération pendant 24 heures sont actifs sur un plus grand
nombre de souches bactériennes comparés aux extraits obtenus par extraction sous
reflux pendant 3h a 70°C.

- La partie aérienne présente une meilleure activité par rapport a la partie racine.

- L’extrait aqueux ne présente aucune activité vis-a-vis des bactéries testées.

- Les extraits bruts présentent une meilleure activité par rapport aux différentes fractions.

- Les extraits eau/méthanol et eau/acétone sont les plus actifs, quel que soit la méthode
d’extraction utilisée et la partie étudiée de la plante. Nous pouvons dire que la partie
aérienne est plus riche en composes actifs et que les solvants mixtes eau/méthanol et
eau/acétone permettent d’extraire en plus grande quantité et diversité par rapport a
I’eau.

- Les bactéries a Gram positif sont plus sensibles que les bactéries a Gram négatif.

- Les souches les plus sensibles vis-a-vis de I’ensemble des extraits testés sont:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus MRSA, Bacillus cereus, Bacillus

subtilis, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa.
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3.3.2. Méthode de microdilution en milieu liquide

Seuls les extraits ayant presentés un diamétre d’inhibition supérieur a 8 mm sont utilisés pour
la détermination des CMI et des CMB.

Extraits bruts

Les résultats de determination des CMI et des CMB des extraits de la partie aérienne obtenus

par macération sont presentes dans le tableau N°30.

Les résultats montrent que :

La gentamicine montre une activité antibactérienne puissante vis-a-vis des souches
testées.

L'extrait hydroacétonique est I’extrait le plus efficace avec une CMI de 1,04 mg/mL et
une CMB del,56 mg/mL vis-a-vis de Salmonella typhimurium.

La CMI la plus intéressante obtenue pour I’extrait hydrométhanolique est égale a
1,56 mg/mL vis-a-vis d’Enterococcus faecalis.

L'extrait chloroformique présente la CMI la plus intéressante vis-a-vis de

Staphylococcus aureus (3,12 mg/mL).

Les résultats relatifs aux extraits des racines, sont présentés dans le tableau N°31.

D’apreés ces résultats, nous constatons que :

L'extrait hydrométhanolique a montré 1’activité la plus importante vis-a-vis
d’Acinetobacter baumanii avec une CMI de 6,25 mg/mL.

L’extrait chloroformique et hydroacétonique sont en deuxiéme position avec des
CMlde 12,5 mg/mL et de 25 mg/mL vis-a-vis de Staphylococcus aureus et
Escherichia coli respectivement.

Les autres extrais montrent des CMI et des CMB relativement

élevées.
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Tableau N°30 : Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) et Bactéricides (CMB) des extraits de la partie aérienne de Pituranthos scoparius

obtenus par macération (mg/mL).

Souches

CMI CMB CMI CMB
Extraits | ¢ E/MeOH E/AC cL E/MeOH |  E/Ac GNT (ug/mL)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 3,12 6,25 2.6 3,12 125 16,66 0,19 0,19
+ | Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 125 416 125 o5 833 o5 039 156
% 43300 1 1 1 1 1 1
S -
o Bacillus cereus ATCC11778 6.5 125 116 6.5 50 833 0.19 0.19
’(U 1 L 1 L 1 1 1
£ Bacillus subtilis ATCC 6633 6,25 6,25 3,12 6,25 16,66 5,20 5,20 6,25
§ Enterococcus faecalis ATCC 25212 6,25 1,56 8,33 6,25 3,12 125 0,78 0,78
Listeria monocytogenes ATCC19115 125 o5 125 50 50 o5 291 291
Enterobacter cloacae ATCC 13047 50 125 468 50 16.66 125 260 520
Acinetobacter baumanii ATCC 19606 6,25 3,12 9,37 8,33 3,12 1770 0,65 0,78
- | Klebsiella pneumoniae ATCC 70603
g P 25 12,5 6,25 50 12,5 6,25 4,16 8,33
O | Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
s 9 25 12,5 3,12 50 25 12,5 0,78 1,56
[%2] " oy -
% Proteus mirabilis ATCC 35659 125 6,25 4,16 o5 125 50 0,19 0,19
b —
8 Salmonella typhimurium ATCC 13311 50 8,33 1,04 50 8,85 156 0,65 0,65
Escherichia coli ATCC 25933 125 116 S50 50 125 S50 032 032
Citrobacter freundii ATCC 8090 16,66 16,66 125 o5 20,83 125 0,19 0,19

E/MeOH : extrait hydrométhanolique. E/Ac : extrait hydroacétonique. CL : extrait chloroformique. GET: Gentamicine.
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Tableau N°31 : Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) et Bactéricides (CMB) des extraits de la partie racine de Pituranthos scoparius

obtenus par macération (mg/mL).

Souches

CMI CMB CMI CMB
Extraits CL E/MeOH E/Ac CL E/MeOH E/Ac GNT (pg/mL)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 125 16.66 o5 16.66 3333 41,66 0,19 0,19
+ | Staphylococcus aureus(MRSA) ATCC 20.83 833 50 o5 o5 50 039 156
= 43300 ' ’ ' ’
) Bacillus cereus ATCC11778
~ 25 33,33 25 25 50 25 0,19 0,19
P . —
% Bacillus subtilis ATCC 6633 20,83 50 50 41,66 50 50 5,20 6,25
g Enterococcus faecalis ATCC 25212 20,83 o5 41.66 41,66 33,33 41,66 0,78 0,78
Listeria monocytogenes ATCC 19115 20.83 o5 o5 50 o5 o5 291 291
Enterobacter cloacae ATCC 13047 20,83 8,33 33.33 o5 o5 50 2.60 5,20
Acinetobacter baumanii ATCC 19606 16.66 6.25 o5 o5 6.25 3333 065 078
% Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 20,83 50 41,66 o5 50 41,66 4,16 8,33
[ A
g Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 20,83 33,33 50 o5 33,33 50 0,78 1,56
8 Proteus mirabilis ATCC 35659 o5 50 50 o5 50 50 019 019
\E ) 1
5 | Salmonella typhimurium ATCC 13311 20.83 6.95 3333 20.83 25 50 0.65 0.65
m ) i) i) ) ) 1
Escherichia coli ATCC 25933 S50 o5 o5 S50 25 o5 0.32 032
Citrobacter freundii ATCC 8090 16.66 o5 o5 50 o5 50 019 019

E/MeOH : extrait hydrométhanolique. E/Ac : extrait hydroacétonique.

CL : extrait chloroformique. GET: Gentamicine.
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Les résultats des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB) des
extraits de la partie aérienne de Pituranthos scoparius obtenus par reflux sont présentés dans
le tableau N°32.
D’apres 1’ensemble des résultats, nous remarquons que :
- Les extraits obtenus sont plus actifs vis-a-vis des bactéries a Gram positif que sur les
bactéries a Gram négatif.
- L’extrait hydrométhanolique est le plus actif avec une CMI de 1,56 mg/mL et une
CMB de 3,12 mg/mL vis-a-vis de Staphylococcus aureus MRSA.
- Les CMI les plus intéressantes pour I’extrait chloroformique et hydroacétonique sont
égales a 6,25 mg/mL vis-a-vis de Staphylococcus aureus et Enterobacter cloacae

respectivement.

Les résultats relatifs a 1’évaluation des CMI et des CMB des extraits des racines de
Pituranthos scoparius obtenus par reflux sont présentés dans le tableau N°33.
Nous constatons que :

- L’extrait eau/méthanol a présenté la meilleure CMI et CMB vis-a-vis d’Enterococcus
faecalis avec respectivement 1,56 et 3,12 mg/mL.

- L’extrait eau/acétone présente une CMI et une CMB de 3,12 et 6,25 mg/mL
respectivement vis-a-vis de Staphylococcus aureus MRSA, Staphylococcus aureus et

Salmonella typhimurium.
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Tableau N°32 : Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) et Bactéricides (CMB) des extraits de la partie aérienne de Pituranthos scoparius

obtenus par reflux (mg/mL).

Souches

CMI CMB CMI CMB
Extraits CL E/MeOH E/Ac CL E/MeOH E/Ac GNT (ug/mL)

Staphylococcus aureus ATCC 25923 6,25 312 12,5 6,25 25 25 0,19 0,19

% Staphylococeus aureus (MRSA)ATCC | 125 1,56 25 25 3,12 50 0,39 1,56

&5 Bacillus cereus ATCC11778 12,5 3,12 125 125 6,25 25 0,19 0,19

:% Bacillus subtilis ATCC 6633 125 312 12,5 12,5 6,25 25 5,20 6,25

E Enterococcus faecalis ATCC 25212 12,5 6,25 12,5 50 12,5 25 0,78 0,78

Listeria monocytogenes ATCC 19115 50 o5 o5 50 50 >50 2,21 2,21

Enterobacter cloacae ATCC 13047 6,25 125 6.25 50 25 50 2,60 5,20

Acinetobacter baumanii ATCC 19606 125 >50 25 25 >50 25 0,65 0,78

é Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 12,5 125 50 12,5 25 50 4,16 8,33
© A

9: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 125 125 125 50 o5 50 0,78 156

g Proteus mirabilis ATCC 35659 125 6.25 125 50 o5 125 0.19 0.19

E Salmonella typhimurium ATCC 13311 12,5 6,25 125 25 25 25 0,65 0,65

Escherichia coli ATCC 25933 50 312 125 50 12,5 25 0,32 0,32

Citrobacter freundii ATCC 8090 12,5 o5 25 12,5 50 50 0,19 0,19

E/MeOH : extrait hydrométhanolique. E/Ac : extrait hydroacétonique. CL : extrait chloroformique. GET: Gentamicine.
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Tableau N°33 : Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) et Bactéricides (CMB) des extraits de la partie racine de Pituranthos scoparius

obtenus par reflux (mg/mL).

Souches

CMI CMB CMI CMB
) CL E/MeOH | E/Ac CL E/MeOH E/Ac GNT (pg/mL)
Extraits
Staphylococcus aureus ATCC 25923 o5 6.25 312 25 125 6.25 0,19 0,19
+
% Staphylococcus il;;eoug(M RSA) ATCC o5 312 312 25 6,25 6,25 0,39 1,56
) Bacillus cereus ATCC11778 125 >50 6.25 25 >50 6,25 0,19 0,19
© : : : : ,
3 Bacillus subtilis ATCC 6633 125 125 125 50 >50 12,5 5,20 6,25
) ) ) ' ! ' '
g Enterococcus faecalis ATCC 25212 6,25 1,56 6.25 12,5 3,12 6,25 0,78 0,78
Listeria monocytogenes ATCC 19115 125 312 125 25 25 12,5 2,21 2,21
Enterobacter cloacae ATCC 13047 o5 125 6.25 25 25 12,5 2,60 5,20
Acinetobacter baumanii ATCC 19606 125 6.25 6.25 125 125 25 0,65 0,78
% Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 6,25 50 o5 12,5 50 50 4,16 8,33
(5 | Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
o 12,5 12,5 12,5 25 25 12,5 0,78 1,56
3 Proteus mirabilis ATCC 35659 125 125 125 25 125 50 0,19 0,19
D ) ) ’ ! ' '
g Salmonella typhimurium ATCC 13311 125 6,25 3.12 25 12,5 6,25 0,65 0,65
Escherichia coli ATCC 25933 >50 >50 12,5 >50 >50 125 0,32 0,32
Citrobacter freundii ATCC 8090 125 12,5 125 25 12,5 12,5 0,19 0,19

E/MeOH : extrait hydrométhanolique. E/Ac : extrait hydroacétonique. CL : extrait chloroformique. GET: Gentamicine.
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- Extraits spécifiques

L’ensemble des résultats obtenus pour les différentes fractions de la partie aérienne sont

regroupés dans le tableau N°34.
Nous remarquons que :

- La fraction acétate d’éthyle de 1’extrait enrichi des flavonoides présente les meilleures
CMI vis-a-vis de Staphylococcus aureus, Bacillus cereus et Klebsiella pneumoniae,
avec des CMI de 3,12 mg/mL.

- La fraction n-butanol de I’extrait enrichi des flavonoides est active vis-a-vis de
Citrobacter freundii et Salmonella typhimurium avec des CMI et des CMB de 3,12 et

25 mg/mL respectivement.

Les résultats relatifs a 1’évaluation des CMI et des CMB des différentes fractions des racines

vis-a-vis des différentes bactéries sont présentés dans le tableau N°35.

Nous remarquons que les CMI et les CMB les plus intéressantes sont obtenues par les
fractions acétate d’éthyle des extraits enrichis des flavonoides et des tanins vis-a-vis de
Bacillus cereus et Bacillus subtilis, avec respectivement 1,56 et 3,12 mg/mL. Des CMI
supérieur a 50 mg/mL pour les fractions butanoliques sont observées vis-a-vis de toutes les
souches testées.
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Tableau N°34 : Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) et Bactéricides (CMB) des différentes fractions de la partie aérienne de

Pituranthos scoparius (mg/mL).

Souches

CMI CMB
| FAct F.n-B/ FACU F.n-B/
Extraits E MeOH E MeOH F.Act/E.Ac | F.n-B/E.Ac | E.MeOH E.MeOH | F.Act/E.Ac | F.n-B/ E.Ac
Staphylococcus aureus ATCC 25923 3,12 125 o5 o5 6,25 50 o5 50
+

% Staphylococcus a:llérggg (MRSA) ATCC 125 125 125 50 o5 o5 50 50
2 Bacillus cereus ATCC11778 312 6.25 6.25 125 125 o5 50 50
% Bacillus subtilis ATCC 6633 6.25 6.25 - - 625 25 . 50
g Enterococcus faecalis ATCC 25212 ND ND ND ND ND ND ND ND
Listeria monocytogenes ATCC 19115 125 6,25 o5 125 125 50 o5 50
Enterobacter cloacae ATCC 13047 o5 o5 50 o5 50 50 50 S50
| Acinetobacter baumanii ATCC 19606 125 125 125 o5 125 50 o5 50
% Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 3,12 6,25 6,25 125 125 o5 o5 50
2 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ND ND ND ND ND ND ND ND
% Proteus mirabilis ATCC 35659 25 6.25 o5 550 25 25 50 50

% | Salmonella typhimurium ATCC 13311
é Eschericfi)a coli ATCC 25933 = o = = =5 = = =
12,5 6,25 25 >50 6,25 25 12,5 50
Citrobacter freundii ATCC 8090 6,25 3,12 o5 125 6,25 o5 o5 50

F.Act/E.MeOH : fraction acétate d’éthyle de 1’extrait enrichi des flavonoides.
F.Act/E.Ac : fraction acétate d’éthyle de 1’extrait enrichi des tanins.

F.n-B/E.Ac : fraction n-butanol de 1’extrait enrichi des tanins.

F.n-B/E.MeOH : fraction n-butanol de I’extrait enrichi des flavonoides.
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Tableau N°35 : Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) et Bactéricides (CMB) des différentes fractions de la partie racine de Pituranthos

scoparius (mg/mL).

Souches

CMI CMB
F.Act/ F.n-B/ F.Act/ F.n-B/
Extraits | E.MeOH E.MeOH F.Act/E.Ac | F.n-B/E.Ac | EMeOH | E.MeOH | F.Act/E.Ac | F.n-B/ E.Ac

. Staphylococcus aureus ATCC 25923 125 S50 o5 S50 125 S50 125 S50

% Staphylococcus i%;eoug(MRSA) ATCC 125 S50 50 S50 3,12 S50 o5 S50

2 Bacillus cereus ATCC11778 156 50 156 50 312 50 6.25 50

g Bacillus subtilis ATCC 6633 1,56 >50 156 >50 3,12 >50 12,5 >50
S Enterococcus faecalis ATCC 25212

& Listeria monocytogenes ATCC 19115 25D L\I:) ZE — = = — —

>50 6,25 >50 25 >50

Enterobacter cloacae ATCC 13047 o5 S50 o5 S50 o5 S50 o5 50

| Acinetobacter baumanii ATCC 19606 50 S50 50 S50 6,25 S50 125 S50

% Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 125 S50 o5 S50 125 S50 125 S50

% Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ND ND ND ND ND ND ND ND

g Proteus mirabilis ATCC 35659 3,12 >50 125 >50 125 >50 125 >50

Q A -

g Salmonella_typ-)hlmu-rlum ATCC 13311 12,5 S50 o5 S50 o5 S50 50 50

Escherichia coli ATCC 25933 o5 S50 o5 S50 6,25 S50 o5 S50

Citrobacter freundii ATCC 8090 o5 S50 o5 S50 6,25 S50 o5 S50

F.Act/E.MeOH : fraction acétate d’éthyle de 1’extrait enrichi des flavonoides.

F.Act/E.Ac : fraction acétate d’éthyle de I’extrait enrichi des tanins.

F.n-B/E.Ac : fraction n-butanol de 1’extrait enrichi des tanins

F.n-B/E.MeOH : fraction n-butanol de 1’extrait enrichi des flavonoides
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I1 ressort de cette partie d’étude que :

Les extraits obtenus par macération sont plus actifs que ceux obtenus par reflux.

La partie aérienne présente une meilleure activité par rapport a la partie racine.

Les extraits bruts présentent une meilleure activité par rapport aux différentes fractions.
Les extraits testés présentent des CMI variables vis-a-vis de toutes les souches testées,
mais sont beaucoup plus actifs sur les bactéries & Gram positif que sur les bactéries a
Gram négatif.

Les CMI obtenues varient de 1,04 a 50 mg/mL vis-a-vis des souches testées.

Les extraits eau/méthanol et eau/acétone sont les plus actifs.

Les souches les plus sensibles vis-a-vis de 1’ensemble des extraits testés sont,

Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus MRSA, Bacillus cereus, Bacillus

subtilis, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae et Salmonella typhimurium.
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3.4. Evaluation de I’activité antifongique vis-a-vis des levures

3.4.1. Meéthode de diffusion sur gélose

Cette evaluation est effectuée par la méthode de diffusion sur milieu solide vis-a-vis de trois

souches de référence de Candida albicans.

Les diameétres des zones d’inhibition mesurés sont regroupés dans les tableaux N°36, 37, 38,
39,40 et 41.

Le DMSO ne montre aucun effet sur la croissance des levures.
- Extraits bruts
Les résultats des tests qualitatifs de 1’activité antifongique des extraits de la partie aérienne et
racine de Pituranthos scoparius obtenus par macération sont regroupés dans les tableaux
N°36 et 37 respectivement.
Nous constatons que :
- L’extrait le plus actif est ’extrait hydrométhanolique des racines avec un diamétre
d’inhibition de 11 mm vis-a-vis de Candida albicans ATCC 10231.
- L’extrait hydroacétonique de la partie aérienne présente des diamétres d’inhibition de
9, 10 et 9 mm vis-a-vis de Candida albicans ATCC 26790, Candida albicans IP 444 et
Candida albicans ATCC10231 respectivement.
- Les extraits aqueux et chloroformique des deux parties de la plante ne montrent aucune
activité antifongique vis-a-vis des trois souches de levures testées.

- L’extrait hydroacétonique des racines n’a aucune activité vis-a-vis des levures testées.
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Tableau N°36 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des extraits de la partie aérienne de

Pituranthos scoparius obtenus par macération vis-a-vis des différentes souches de

Candida albicans.

Souches Extraits AQ CL E/MeOH E/Ac AmB

Candida albicans ATCC10231 NA NA 8 9 32
Candida albicans IP 444 NA NA NA 10 30
Candida albicans ATCC NA NA 7 9 30

26790

AQ : extrait aqueux. E/MeOH : extrait hydrométhanolique. E/Ac : extrait hydroacétonique. CL : extrait

chloroformique. AmB : amphotéricine B. NA : activité nulle.

Tableau N°37 : Diameétres des zones d’inhibition (mm) des extraits de la partie racine de

Pituranthos scoparius obtenus par macération vis-a-vis des différentes souches de

Candida albicans.

Souches e traits AQ CL E/MeOH E/Ac AmB

Candida albicans ATCC10231 NA 7 11 NA 32
Candida albicans IP 444 NA NA 8 NA 30
Candida albicans ATCC NA NA 7 NA 30

26790

AQ : extrait aqueux. E/MeOH : extrait hydrométhanolique. E/Ac : extrait hydroacétonique. CL : extrait

chloroformique. AmB : amphotéricine B. NA : activité nulle.

Les résultats des tests préliminaires de 1’évaluation de 1’activité antifongique des extraits de la

partie aérienne et racine de Pituranthos scoparius obtenus par extraction sous reflux sont

regroupés dans les tableaux N°38 et 39.

Nous remarquons que :

- L’extrait eau/méthanol de la partie racine et aérienne présente une activité

antifongique avec des diamétres d'inhibition respectifs de 11 et 10 mm vis-a-vis de
Candida albicans ATCC10231.

- L’extrait aqueux et chloroformique des deux parties de la plante ne présentent aucune

activité envers les levures testées.
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Tableau N°38 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des extraits de la partie aérienne de
Pituranthos scoparius obtenus par reflux vis-a-vis des différentes souches de

Candida albicans.

Souches Extraits AQ CL E/MeOH E/Ac AmB
Candida albicans ATCC10231 NA 7 10 8 32
Candida albicans IP 444 NA NA 7 7 30
Candida albicans ATCC 26790 NA NA 8 7 30

AQ : extrait agueux. E/MeOH : extrait hydrométhanolique. E/Ac : extrait hydroacétonique. CL : extrait

chloroformique.AmB : amphotéricine B. NA : activité nulle.

Tableau N°39 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des extraits de la partie racine de

Candida albicans.

Pituranthos scoparius obtenus par reflux vis-a-vis des différentes souches de

Souches Extraits | AQ CL E/MeOH E/Ac AmB

Candida albicans ATCC10231 NA NA 11 NA 32
Candida albicans IP 444 NA NA 8 9 30

Candida albicans ATCC 26790 NA NA 7 7 30

AQ : extrait aqueux. E/MeOH : extrait hydrométhanolique. E/Ac : extrait hydroacétonique. CL : extrait
chloroformique. AmB : amphotéricine B. NA : activité nulle.

- Extraits spécifiques

Les résultats relatifs a 1’activité antifongique des fractions des deux parties de Pituranthos

scoparius sont englobés dans les tableaux N°40 et 41.

Nous constatons que :

- La fraction acétate d’éthyle de 1’extrait enrichi des flavonoides des racines semble étre
la plus efficace avec un diametre de 9 et 8 mm vis-a-vis de Candida albicans ATCC
26790 et Candida albicans ATCC10231 respectivement.

- Dans les fractions de 1’extrait enrichi des tanins, la fraction butanolique des racines est
la plus active avec un diamétre d’inhibition de 15 mm vis-a-vis de Candida albicans IP
444, suivie par la méme fraction de la partie aérienne avec un diameétre de 10 mm  vis-

a-vis de la méme souche.
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Tableau N°40 : Diameétres des zones d’inhibition (mm) des différentes fractions de la partie

aerienne de Pituranthos scoparius vis-a-vis des différentes souches de Candida albicans.

Souches S | et | PRl | FACUEAC | FR-BIEAC | AmB

Candida albicans ATCC10231 7 6 9 9 32
Candida albicans IP 444 8 8 9 10 30

Candida albicans ATCC26790 8 6 8 8 30

F.Act/E.MeOH : fraction acétate d’éthyle de 1’extrait enrichi des flavonoides
F.n-B/E.MeOH : fraction n-butanol de 1’extrait enrichi des flavonoides
F.Act/E.Ac : fraction acétate d’éthyle de I’extrait enrichi des tanins
F.n-B/E.Ac : fraction n-butanol de I’extrait enrichi des tanins. AmB : amphotéricine B.

Tableau N°41 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des différentes fractions de la partie

racine de Pituranthos scoparius vis-a-vis des différentes souches de Candida albicans.

Souches —_— E'_:M':‘g/H El.:l\l/lne-CB)/H F.ACUE.AC | Fn-B/EAC | AmB

Candida albicans ATCC10231 8 7 8 7 32
Candida albicans IP 444 7 8 NA 15 30

Candida albicans ATCC26790 9 NA NA NA 30

F.Act/E.MeOH : fraction acétate d’éthyle de I’extrait enrichi des flavonoides
F.n-B/E.MeOH : fraction n-butanol de I’extrait enrichi des flavonoides
F.Act/E.Ac : fraction acétate d’éthyle de I’extrait enrichi des tanins
F.n-B/E.Ac : fraction n-butanol de I’extrait enrichi des tanins. AmB : amphotéricine B.

3.4.2. Meéthode de microdilution en milieu liquide

D’aprés les résultats obtenus par la méthode des disques, nous pouvons déduire que cette
plante ne présente pas un effet antifongique vis-a-vis des souches de Candida albicans
testées. Ces résultats sont confirmés par le test de microdilution en milieu liquide qui a révélé

gue les CMI obtenues sont égales ou supérieure a 50 mg/mL.
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3.5. Evaluation de I’activité antifongique vis-a-vis des moisissures

Extraits bruts

Les résultats de criblage de 1’activité antifongique des extraits obtenus par macération de la

partie aérienne et racine vis-a-vis des especes de moisissures, Aspergillus flavus et Fusarium

oxysporum sont regroupés dans les tableaux N°42 et 43.

Nous remarquons que :

Les pourcentages d’inhibition sont compris entre 64,7 et 81,18 %.

La meilleure activité antifongique est obtenue avec 1’extrait chloroformique de la partie
aérienne et ’extrait hydrométhanolique des racines vis-a-vis d’Aspergillus flavus
(81,18 %).

Le DMSO ne montre aucun effet sur la croissance myceélienne des moisissures.

Tableau N°42 : Pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne des extraits de la

partie aérienne de Pituranthos scoparius obtenus par macération.

Souches
Extraits AQ E/MeOH E/Ac CL
Aspergillus flavus MNHN | 65 2.0 55 | 78 47+0,28 | 70,50+05 | 81,18+0,14
994294
Fusarium oxysporum MNFIN | 67,654035 | 7353:0,35 | 705940 | 76,4720
AQ : extrait aqueux. E/MeOH : extrait hydrométhanolique. E/Ac : extrait hydroacétonique.
CL : extrait chloroformique.

Tableau N°43 : Pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne des extraits de la

partie racine de Pituranthos scoparius obtenus par macération.

Souches
AQ E/MeOH E/Ac CL
Extraits
ASperg'”‘;;ﬂzag’zs MNHN | 79 654025 | 81184014 | 77.29+011 | 72,22+0.1
Fusarium Oé‘g’gg‘l);“m MNHN | 70 5040 64,740 | 7353+0,35 | 70.47+035
AQ : extrait aqueux. E/MeOH : extrait hydrométhanolique. E/Ac : extrait hydroacétonique.
CL : extrait chloroformique.
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Les résultats d’inhibition de la croissance mycélienne des différents extraits obtenus par

reflux des deux parties de la plante, sont regroupés dans les tableaux N°44 et 45.
Nous constatons que :

- Les pourcentages d’inhibition sont compris entre 58,82 et 83,35 %.

- L’extrait eau/acétone et aqueux de la partie aérienne montrent les pourcentages
d’inhibition les plus élevés avec 83,35 et 81,18 % respectivement.

- Cependant, les autres extraits montrent une inhibition de la croissance mycélienne

supérieure a 50%.

Tableau N°44 : Pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne des extraits de la

partie aérienne de Pituranthos scoparius obtenus par reflux.

Souches
= raits| | AQ E/MeOH |  EJAc cL
Aspergillus flavus MNFN 1 81,18+0,14 | 76,47:070 | 83530,14 | 78,2340,21
Fusarium oxysporum MNFIN | 67,6560,35 | 794120,35 | 73,534035 | 67,6520,35

AQ : extrait aqueux. E/MeOH : extrait hydrométhanolique. E/Ac : extrait hydroacétonique.
CL : extrait chloroformique.

Tableau N°45 : Pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne des extraits de la

partie racine de Pituranthos scoparius obtenus par reflux.

Souches
AQ E/MeOH E/Ac CL
Extraits
ASperg'”gzgggzs'\"NHN 73,2040,25 | 80,35:0,28 |77,65¢0,1 |71,12+0,35
Fusarium Sysporum MNHN | 56 82+0,70 | 73,53£0,35 | 72,94£0,98 | 65,76£0,14
AQ : extrait aqueux. E/MeOH : extrait hydrométhanolique. E/Ac : extrait hydroacétonique.
CL : extrait chloroformique.
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- Extraits spécifiques

Les différents résultats d’inhibition de la croissance mycélienne des fractions des deux parties

de la plante, sont regroupeés dans les tableaux N°46 et 47.

Les pourcentages d’inhibition pour les différentes fractions sont compris entre 57,06 et

82,35% vis-a-vis des moisissures testées.

Tableau N°46 : Pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne des différentes

fractions de la partie aérienne de Pituranthos scoparius.

Souches F.Act/ Fn-B/ | FACUEAc | F.n-B/EAC
Extraits | E.MeOH E.MeOH
Aspergillus flavus MNHIN | 74 4540,25 | 72,500,08 | 72,580,657 | 80,4740,57
994294
Fusarium oxysporum MNFN | 60,1140,71 | 82,3520,70 | 73,531,06 | 57,0620,49

F.Act/E.MeOH : fraction acétate d’éthyle de 1’extrait enrichi des flavonoides
F.n-B/E.MeOH : fraction n-butanol de I’extrait enrichi des flavonoides
F.Act/E.Ac : fraction acétate d’éthyle de I’extrait enrichi des tanins
F.n-B/E.Ac : fraction n-butanol de I’extrait enrichi des tanins

Tableau N°47 : Pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne des différentes

fractions de la partie racine de Pituranthos scoparius.

Souches F.Act/ Fn-B/ | FACU/EAc | F.n-B/EAc
Extraits | E.MeOH E.MeOH
Aopergillys favus MNFN 1 73,761040 | 75652045 | 70,8120,23 | 79,4140,57
Fusarium oxysporum MNAIN | 53,8240 | 67,652035 | 69,53+1,1 | 57,340,65

F.Act/E.MeOH : fraction acétate d’éthyle de I’extrait enrichi des flavonoides
F.n-B/E.MeOH : fraction n-butanol de I’extrait enrichi des flavonoides
F.ACt/E.Ac : fraction acétate d’éthyle de I’extrait enrichi des tanins
F.n-B/E.Ac : fraction n-butanol de I’extrait enrichi des tanins
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D’apres I’analyse de I’ensemble des résultats obtenus dans cette partie de I’étude, nous

constatons que :

- Pituranthos scoparius ne présente pas une bonne activité antifongique vis-a-vis des
trois souches de Candida albicans testées.

- La fraction butanolique de I’extrait enrichi des tanins des racines montre 1’activité la
plus élevée vis-a-vis de Candida albicans IP 444 avec un diamétre d’inhibition de
15mm.

- Les extraits testés ont montré par contre une activité antifongique plus importante
vis-a-vis de Fusarium oxysporum et Aspergillus flavus.

- Les pourcentages d’inhibition sont compris entre 57,06 et 83,53 %

- Aspergillus flavus s’est montré plus sensible a nos extraits que Fusarium oxysporum.

102



Troisieme partie Résultats et interprétation

4. Evaluation de Pactivité hémolytique des extraits de Pituranthos scoparius vis-a-vis des
globules rouges humains

Dans cette partie de notre travail, les extraits qui ont montré les CMI et les ICso les plus
intéressantes, ont fait 1’objet de I’évaluation in vitro de leur activité hémolytique vis-a-vis des
globules rouges humains.

Les figures N°15 et 16 représentent 1’effet des différentes concentrations allant de
0,5 a 6 mg/mL des extraits aqueux, hydrométhanolique et hydroacétonique de la partie
aérienne obtenus par les deux méthodes d’extraction, sur la fuite de 1’hémoglobine
intracellulaire des globules rouges. Afin de mieux comprendre le comportement de ces
composés au cours du temps, 1’effet cytotoxique est suivi pendant 90 minutes a 37°C.

Nous constatons qu’aucune lyse des globules rouges n’est observée en présence des extraits
aqueux a une concentration finale allant de 0,5 a 6 mg/mL jusqu’a 90 minutes d’incubation.
Ces concentrations restent supérieures aux 1Cso obtenus.

Les résultats représentés dans la figure N°15, montrent une absence d’effet hémolytique des
extraits vis-a-vis des globules rouges a une concentration finale de 0,5 mg/mL durant les
90 minutes de suivi.

En outre, nous remarquons une augmentation de la fuite des globules rouges a partir de la
concentration del mg/mL pour I’extrait hydroacétonique obtenu par macération pour atteindre
66,2 % & 90 minutes d’incubation (Figure N°15 (B)).

A une concentration finale de 2 mg/mL, le taux d’hémolyse augmente, pour atteindre 72,88 %
pour I’extrait hydroacétonique obtenu par macération, suivi par les extraits eau/méthanol et
eau/acétone obtenus par reflux avec des pourcentages respectifs de 21,02 % ; 20,14 %
(Figure N°15 (C)).

Nous remarquons que I’extrait eau/acétone obtenu par macération a une concentration finale
de 6 mg/mL provoque le taux maximal d’hémolyse (80 %) (Figure N°15 (G)). En revanche,
les extraits ont montré une activité hémolytique modérée vis-a-vis des globules rouges mais a

des niveaux différents comparativement aux résultats obtenus avec 1’eau distillée.
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Figure N°15 : Effet des concentrations 0,5 mg/mL (A) ; 1 mg/mL (B) ; 2 mg/mL (C) ;

3mg/mL (D) des extraits de Pituranthos scoparius sur la fuite de I’hémoglobine chez les

globules rouges humains.
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Figure N°16 : Effet des concentrations 4 mg/mL (E) ; 5 mg/mL (F) ; 6 mg/mL (G) des
extraits de Pituranthos scoparius sur la fuite de I’hémoglobine chez les globules rouges

humains.
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I1 ressort de cette partie d’étude que :

Les extraits obtenus par la méthode d’extraction sous reflux sont moins toxiques que
ceux obtenus par macération.

Aucune fuite de I’hémoglobine des globules rouges n’est observée en présence des
extraits aqueux, dans l’intervalle de concentration allant de 0,5 a 6 mg/mL, jusqu’a
90 minutes d’incubation.

A une concentration finale de 0,5 mg/mL, aucune lyse n’est observée pour tous les
extraits testés.

L’extrait qui a induit la fuite d’hémoglobine la plus importante est 1’extrait eau/acétone

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

Dans ce travail, nous nous sommes intéresseés a 1’évaluation de quelques activités biologiques

et de la phytochimie de Pituranthos scoparius, plante du Sahara Algérien.

Le choix de cette plante a été basé sur des données ethnopharmacologiques obtenues aupres
de la population de la région de Béchar (Sud-Ouest Algérien). En effet, I’enquéte effectuée
aupres de la population autochtone montre que cette plante est bien connue et utilisée pour le
traitement de nombreuses maladies dont, le traitement des infections respiratoires
(toux, rhume, grippe), urinaires, rhumatismale, troubles digestifs, rougeole, rubéole et

eczéma. Elle est utilisée aussi, dans les soins post-partum : spasmes et douleurs.

Nos résultats vont dans le méme sens que ceux de [(Boukef, 1986) ; (Didi et Zabeirou,
2003) ; (Hammiche et Maiza, 2006) ; (Boudjelal et al., 2013)] qui ont rapporté que
Pituranthos scoparius est également utilisée dans d’autres régions du Sahara Algérien comme
reméde pour soigner pratiqguement les mémes maladies. Cette plante fait donc partie
intégrante de la pharmacopeée traditionnelle Algérienne.

Afin de pouvoir évaluer ses activités antimicrobiennes et antioxydantes, Pituranthos
scoparius a été soumise a des extractions. Des extraits aqueux, organiques ou mixtes de
différentes parties de la plante (aérienne et racine) ont été préparé¢ afin d’extraire leurs

constituants selon leurs propriétés physico-chimiques : polarité, solubilité dans le solvant.

La quantité et la composition en métabolites secondaires d’un extrait, peuvent étre influencée
par plusieurs facteurs tel que le mode et la durée d’extraction, la température, la nature du
solvant ainsi que sa polarité qui permet de solubiliser et extraire les composés de polarité
similaire [(Green, 2004) ; (Ncube et al., 2008)].

La méthode d'extraction doit permettre I'extraction compléte des composés d'intérét et doit
éviter leur modification chimique. L'eau, les mélanges aqueux de I'éthanol, du méthanol et de

l'acétone sont les plus couramment utilisés pour I’extraction (Turkmen et al., 2007).
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Dans cette étude, nous avons adopté deux modes d’extractions, la macération pendant

24 heures et I’extraction sous reflux pendant 3 heures a 70°C.

Les solvants utilisés ont une polarité différente et sont classés du moins polaire vers le plus
polaire (chloroforme, méthanol, acétone, eau). Cette différence de polarité permet d’extraire
une large gamme de métabolites secondaires de la plante (Green, 2004). En plus, des
extractions plus spécifiques ciblant plus particuliérement les flavonoides et les tanins sont
appliquées, en utilisant des solvants appropriés tel que 1’acétate d’éthyle et le n-butanol pour

I’extraction liquide-liquide en se basant sur la différence de leur densite.

Le choix d’un solvant pour I’extraction de la matiére végétale, doit répondre a un certains
nombres de critéres dont la faible toxicité, la facilité de I’évaporation a basse température.
Le choix dépend également des composés ciblés a extraire [(Hughes, 2002) ; (Ncube et al.,
2008)].

Il a été rapporté par de nombreux auteurs que les solvants organiques extraient plus de
composés antimicrobiens par rapport a I’eau. L’efficacité des extraits aqueux utilisés
traditionnellement peut étre due a un effet indirect, stimulant le systéme immunitaire de I’hote
plutét que de tuer les agents pathogénes [(Rabe et Van Staden, 1997) ; (Kotze et Eloff,
2002)].

En pratique, lors des tests préliminaires d’évaluation de I’activité antimicrobienne des plantes,
il est généralement recommandé de commencer par des extraits bruts : aqueux, alcoolique ou
hydroalcoolique, contenant une large gamme de composés et de structure diverses.
Ils peuvent étre suivis par leur fractionnement par des solvants organiques ou par
chromatographie afin d’obtenir des fractions enrichies en composés de méme familles, ou en

des composés relativement purs [(Parekh et al., 2005) ; (Eloff et al., 2011)].

Généralement, presque tous les composants actifs identifiés a partir de plantes vis-a-vis des
micro-organismes ces derniéres décennies sont des composés organiques aromatiques, ils sont
le plus souvent obtenus a 1’aide des solvants les plus recommandés dont 1’éthanol et le
méthanol. Ils sont utilisés dans les extractions initiales dans environ 35% de cas d’études tel
qu’il est rapporté dans la littérature [(Lourens et al., 2004); (Parekh et al., 2006); (Rojas et
al., 2006)]. En outre, de nombreuses études évitent I'utilisation de 1’extrait aqueux comme

solvant primaire (Cowan, 1999).
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Dans une étude comparative, entre différents solvants utilisés dans I’extraction de la matiere
végétale, le chloroforme s’est révélé étre un bon solvant pour I'extraction des composés actifs
biologiques non polaires (Harmala et al., 1992). Par ailleurs, Eloff en 2000 ; Kotze et Eloff,
2002 ainsi que Eloff et al., 2007 ont constaté que I'acétone était le meilleur solvant comme
agent d'extraction en raison de sa capacité a extraire de nombreux composes a large gamme

de polarités et de structures diversifiées.

Le méthanol est recommandé et fréquemment employé pour l'extraction des composés
phénoliques. Le méthanol aqueux est deux fois plus efficace que le méthanol pur pour
I’extraction des composés phénoliques [(Vuorela, 2005) ; (Falleh et al., 2008)].

En 2004, Green a montré que la proportion 10/1 (v/p) (solvant/matiére végétale) est idéale
pour les extractions de la matiere végétale. La méthode d'extraction qui a été largement
adoptée par les chercheurs est I’homogénéisation de tissus vVégétaux dans un solvant et laissés
macérer pendant 24 heures [(Taylor et al., 1996) ; (Basri et Fan, 2005) ; (Parekh et al.,
2005)]. Une autre méthode courante consiste a une extraction plus exhaustive de la matiere
végétale par des solvants a polarité croissante, du non polaire (hexane) au plus polaire
(méthanol) pour assurer 1’extraction d’une large gamme de composés de structure variée
(Green, 2004).

En outre, de nombreux scientifiques s’accordent a reconnaitre que ’efficacité d’un extrait
repose sur la complexité de sa composition dont les constituants agissent en synergie, 1’effet
observeé serait di a la conjugaison de I’action de chacun d’eux plutdt que I’action d’un seul
composé actif [(Van Wyk et Wink, 2004) ; (Lewis et Ausubel, 2006)].

L’examen phytochimique préliminaire des extraits de Pituranthos scoparius a révélé la
présence des tanins, coumarines, composés réducteurs et terpenoides en quantité variable.

Tandis qu’une absence totale des saponosides et des anthraquinones a été noteée.

Il est connu que la plante Pituranthos scoparius contient des coumarines et en particulier les
furocoumarines (Nielsen, 1970), qui sont responsables de nombreuses activités biologiques
observées chez les espéces de la méme famille telle que Pituranthos triradiatus (Novak et al.,
1966).
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Actuellement, parmi I’ensemble des métabolites secondaires, les composés phénoliques
représentés majoritairement par les tanins et les flavonoides, suscitent un grand intérét
scientifique, car ils sont considérés comme de puissants antioxydants, antibactériens,
antifongiques, anti-inflammatoires et anticancéreux [(Coskun et al., 2005) ; (Oliver Chen et
Blumberg, 2008)]. De ce fait, il nous a semblé intéressant de déterminer dans nos extraits le

taux de polyphénols et de flavonoides totaux.

L’analyse quantitative de ’ensemble des extraits a montré que la fraction acétate d’éthyle
aussi bien de la partie aérienne que les racines de la plante, est la plus riche en polyphénals,
le taux de flavonoides étant faible, ceci nous permet de constater que les polyphénols sont

représentés majoritairement par les tanins.

Comparativement a une autre étude réalisée sur la partie aérienne de Pituranthos chloranthus
espéce de la méme famille de Pituranthos scoparius, récoltée du Sud Tunisien, montre que les
taux de polyphénols dans I’extrait acétate d’éthyle, 1’extrait aqueux et 1’extrait méthanolique
sont de 1’ordre de 3,80 ; 3,72 ; 3,14 mg équivalent pyrogallol/gE respectivement. Les teneurs
en flavonoides pour les mémes extraits sont de 1’ordre de 0,41 ; 0,38 ; 0,19 mg équivalent
rutine/gE respectivement (Bouaziz et al., 2009). Ces valeurs se situent dans le méme ordre de
grandeur que celles que nous avons obtenues, ce qui confirme I’aspect chimiotaxonomique,
selon lequel, des espéces d’une méme famille botanique possedent une composition chimique

similaire.

La distribution et la teneur des métabolites secondaires dans les différents organes de la plante
peuvent changer pendant son développement. Ces changements peuvent étre liés aux
conditions climatiques extrémes qui stimulent la biosynthése des métabolites secondaires.
De plus, la période, le lieu de récolte, les conditions de stockage [(Podsedek, 2007) ;
(Falleh et al., 2008)], et les méthodes d'extraction influencent grandement sur la composition
de I’extrait [(Sagdi¢ et Ozcan, 2003) ; (Moreira et al., 2005) ; (Celiktas et al., 2007) ;
(Turkmen et al., 2007)].
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Dans le but de rechercher de I’activité antioxydante, nous avons utilisé deux methodes, la

technique de FRAP et la technique de piégeage de radical libre DPPH.

L’analyse de I’effet antiradicalaire des extraits sur le DPPH montre que I’extrait aqueux de la

partie aérienne présente la meilleure activité antiradicalaire avec une ICso de 45 pg/mL.

Les deux fractions, acétate d’éthyle et n-butanol aussi bien de la partie aérienne que les
racines de Pituranthos scoparius sont douées de propriétés antioxydantes élevees
comparativement a d’autres extraits. De plus, I’activité de 1’extrait butanolique est supérieure
a celle de 1’extrait acétate d’éthyle, cela a été montre par d’autres études qui ont montré que
I’augmentation de I’activité dépend de la polarité des solvants [(Ardestani et Yazdanparast,
2007) ; (Matanjun et al., 2008) ; (Atmani et al., 2009) ; (L.i et al., 2009)].

L’activit¢ antioxydante de polyphénols plus particulierement les flavonoides dépend
généralement de leurs structures chimiques, de leur distribution et du nombre de groupements
hydroxyles (Popovici et al., 2009). Selon Turkmen et ses collaborateurs en 2007, les
polyphénols semblent étre des donateurs efficaces d'hydrogéne au radical DPPH, en raison de

leurs structures chimiques idéales.

L’effet scavanger des radicaux libres est essentiellement li¢ a la configuration des
groupements 3 et 4- orthodihydroxy sur le cycle B et le groupement 4-carbonyle sur le cycle
C. Le groupement 3-OH et/ou 5-OH sur le cycle C est trés intéressant pour 1’effet
antioxydant. L’absence de la structure O-dihydroxy sur le cycle B donne une structure
catéchol sur le cycle A qui peut largement compenser ’activité antioxydante des flavonoides
[(Pyo et al., 2004) ; (Wojdylo et al., 2007) ; (Benariba et al., 2013)].

Dans les extraits de plantes outre les polyphénols plusieurs familles de métabolites
secondaires peuvent présenter une activité antioxydante qui par leur effet synergique peuvent

influencer 1’activité globale de ces extraits (Liu, 2004).
L’analyse de la capacité des extraits a réduire le fer par la méthode de FRAP a révélé que la

partie racine a une grande activité antioxydante par rapport a la partie aérienne.

Une étude recente faite sur cette capacité de réduction du fer par les polyphénols des plantes a
indiqué que le noyau catéchol est la seule structure qui est associee positivement au pouvoir

réducteur, cette structure augmente le pouvoir réducteur d’un composé de 36% par rapport a
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un autre qui n’en contient pas. Il a été suggéré que cette activité est due a la participation des

groupements —OH liés au noyau catéchol (Degraft-Johnson et al., 2007).

L’activité des groupements —OH du catéchol peut étre modulée par une variété de substituants
sur le noyau aromatique. Par exemple, la substitution sur le noyau phénolique d’un
groupement donneur d’électron (-CHs, -CH2-CHs, ou d’autre substituant aliphatiques)
promouvrait a des réactions dans lesquelles les noyaux phénoliques acquiérent une tendance a
donner des électrons via un groupement —OH, et finalement augmentent leur capacité de
réagir comme des réducteurs. D’autre part, la double liaison dans le substituant aliphatique
conjuguée avec le noyau aromatique diminue la réactivitt du groupement —OH
(Degraft-Johnson et al., 2007).

L’évaluation de I’activité antimicrobienne des extraits de Pituranthos scoparius a été testée
vis-a-vis de quatorze souches bactériennes, dont six a Gram positif et huit a Gram négatif,

trois levures et deux champignons filamenteux.

Les différents extraits ont été évalués in vitro par deux méthodes, une qualitative : la diffusion
sur gélose, I’autre est quantitative : la microdilution en milieu liquide pour la détermination

des Concentrations Minimales Inhibitrices et Bactéricides.

Nos résultats montrent que les différentes souches de bactéries ou champignons présentent
des degrés variables de sensibilité vis-a-vis des différents extraits de Pituranthos scoparius
testés. Cette différence peut étre attribuée a plusieurs facteurs dont, la composition de I’extrait
en métabolites secondaires, leur nature et leurs propriétés physico-chimiques d’une part et de

la physiologie et structure du systéme membranaire des micro-organismes ciblés d’autre part.

Parmi les extraits qui ont montré un large spectre d’action vis-a-vis des souches de micro-
organismes, figurent les extraits bruts eau/méthanol et eau/acétone, car ils ont une
composition plus diversifiée en métabolites secondaires ou la majorité des familles sont

représentées. Les autres ont une action plus limitée ou nulle tel que I’extrait aqueux.

Nous constatons que ’extrait hydroacétonique de la partie aérienne est le plus efficace avec
une CMI observée égale a 1,04 mg/mL, suivi de I’extrait hydrométhanolique des deux parties
de la plante obtenu par les deux méthodes d’extraction avec des CMI de 1,56 et 6,25 mg/mL
vis-a-vis des différentes souches bactériennes testées. La fraction acétate d’éthyle des deux

parties de la plante a montré une activité moyenne vis-a-vis des souches testées.
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En comparant nos résultats avec ceux obtenus par Boutaghane et al. (2004) qui ont évalué
I’activité antibactérienne des huiles essentielles des tiges et graines de Pituranthos scoparius
provenant de la région de Ghardaia. Les résultats montrent que les huiles des graines
présentent une activité plus importante que celle des tiges avec des CMI qui vont de 0,156 a
320 mg/mL vis-a-vis des bactéries testées. Tandis que les CMI des huiles essentielles des
tiges varient entre 1 et 256 mg/mL vis-a-vis des différentes souches. Les valeurs de CMI

trouvées, montrent que les extraits naturels sont aussi efficaces que les huiles essentielles.

L’activité antibactérienne des substances actives d’origine végétale dépend surtout du type de
bactéries, Gram positif ou Gram négatif [(Cowan, 1999) ; (Liu et al., 2004) ; (Bekhechi et
al., 2008)]. En effet, I’organisation architecturale de la paroi cellulaire des bactéries a Gram
positif est riche en protéines, cette structure est moins complexe que celle des bactéries a
Gram négatif, qui est surtout assemblée en lipopolysaccharides (LPS), la membrane
extérieure de ces dernieres constitue une barriére de perméabilité efficace. Le LPS, grace a ses
charges négatives de surface, empéche la diffusion des molécules hydrophobes et les
protéines excluent le passage des molécules hydrophiles de poids moléculaire élevé. Alors
que les bactéries a Gram positif sont moins protégées contre les agents antibactériens (Hogan
et Kolter, 2002).

Cette différence structurale rend les bactéries a Gram positif plus sensibles a ’action de divers
composés naturels tels que les huiles essentielles et les extraits de plantes (Kalemba et
Kunicka, 2003). Nos résultats nous conduisent aux mémes observations.

Les extraits naturels de plantes sont d’ailleurs reconnus pour étre 1000 fois moins efficaces
sur les bactéries a Gram négatif que sur les bactéries a Gram positif (Lomovskaya et al.,
2007).

Naturellement, les plantes produisent une multitude de substances chimiques pour se défendre
et résister aux pathogénes microbiens et a d’autres prédateurs. De plus, certaines substances
sont utilisees comme signaux afin d’attirer les organismes utiles. Ces composés ont des
structures chimiques tres diversifiés et variés, les plus connus sont les terpenoides, les
saponines, les composés phénoliques, les alcaloides, les glucosinolates et les indoles...
(Cooper et al., 1996). Ils sont soit constitutifs, appelés phytoanticipines présents dans les

tissus de la plante ou inductibles appelés phytoalexines produits en réaction a une attaque
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d’agents pathogénes [(Smith, 1996) ; (Wittstock et Gershenzon, 2002) ; (Bonanomi et al.,
2009)].

Les variations dans la composition et dans la structure chimique de ces composés conduisent

a des effets aux sites d’action différents dans leur action antimicrobienne (Savoia, 2012).

Le mécanisme d’action des composés naturels qui leur permet d’exercer un effet
antimicrobien dépend de leur nature, de leurs propriétés physico-chimiques et de leur
configuration structurale. 1l existe différents types de mécanismes, certains sont plus
spécifiques que d’autres, exercant une action ciblée sur un site bien déterminé, tel que les
cyanures d’hydrogéne issus de glycosides cyanogénes qui inhibent la respiration cellulaire
(Jones et al., 2000). Tandis que les saponines exercent leur activité antimicrobienne en
formant un complexe avec les stérols présents dans la membrane des micro-organismes,
altérant aussi leur intégrité structurale et perméabilité (Osbourn, 1996). En conséquence de
I'altération membranaire, d'autres processus cellulaires tels que, la production d’énergie, la
synthese d'acide nucléique et de protéines peuvent étre indirectement affectés, ce qui entraine

la mort cellulaire (Amin et al., 1988).

Les composés phénoliques possedent de grandes variations structurales sont I'un des groupes
les plus abondants et les plus diversifiés de métabolites secondaires [(Lai et Roy, 2004) ;
(Ciocan et Bara, 2007)]. L'élément structural de base est un noyau benzoique portant au
moins un groupement hydroxyle libres ou engagés dans une autre fonction chimique
(éther, méthylique, ester, sucre...). Selon le nombre d’unités phénoliques présentes, ils sont
classés en composés phénoliques simples et en polyphénols [(Bruneton, 1999) ; (Macheix et
al., 2005)].

Parmi les composés phénoliques les plus importants, les flavonoides, possédent un squelette
carboné de quinze atomes de carbone, constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B) reliés
entre eux par une chaine en C3 formant ainsi I'hétérocycle (C) (Erdman et al., 2007). lls sont
connus pour étre synthetisé par la plante en réponse a une infection microbienne
(Dixon et al., 1983).

Leur activité antimicrobienne serait probablement due a leur aptitude a se complexer avec les
protéines extracellulaires solubles. Parmi les flavonoides, les plus lipophiles provoquent la

rupture des membranes cellulaires, ce qui induit la fuite des constituants de la cellule

115



Quatrieme partie Discussion génerale

(Tsuchiya et al., 1996). Par ailleurs, ils sont capables d’inhiber ’ADN gyrase (Cushnie et
Lamb, 2005).

Le mode d’action des tanins peut étre lié a leur aptitude d’inactiver les enzymes microbiennes.
Ils ont également la capacité de se complexer avec des polysaccharides (Ya et al., 1989).
Scalbert (1991) et Jones et al., 1994 ont recherché les propriétés antimicrobiennes des tanins.
D’apres leurs résultats, les tanins peuvent étre toxiques pour les champignons filamenteux, les
levures et les bactéries. De plus, les tanins condensés sont connus par leur potentiel a se lier a

la paroi cellulaire des bactéries en empéchant leur croissance.

Aussi, le potentiel antimicrobien des quinones est trés large. Ils ont une structure constituée
d’un cycle aromatique avec deux groupements cétones (Schmidt, 1988). Les quinones sont
capables de se complexer de maniere irréversible avec des acides aminés nucléophiles dans
les protéines, ce qui conduit souvent a une inactivation des protéines et une perte de leurs
fonctions. Pour cette raison, I'éventail possible des effets antimicrobiens des quinones est
large. Leurs cibles potentielles dans la cellule microbienne pourront étre les adhésines
exposées a la surface, les polypeptides de la paroi cellulaire, les enzymes liées a la membrane,
en rendant leurs substrats inutilisables [(Stern et al., 1996) ; (Cowan, 1999)].

L'activité antimicrobienne des triterpénes et stérols peut étre liée a des composants lipophiles
d'extraits de plantes. Ces composants augmentent la perméabilité membranaire et la perte de
composants cellulaires en induisant a la mort cellulaire [(Kim et al., 1995);
(Bagamboula et al., 2004)].

Kalla en 2012, a rapporté que la majorité de composants dans les huiles essentielles de
Pituranthos scoparius sont des monoterpenes. Ces derniers sont connus par leurs propriétés
antimicrobiennes, de plus les monoterpénes cycliques en raison de leurs caractéres lipophiles
ont tendance a s’intégrer au niveau de la membrane cellulaire. Ce qui provoque une expansion
de la membrane et une augmentation de sa fluidité, permettant ainsi un efflux plus au moins
important des composants intra-cytoplasmiques, qui entraine la mort cellulaire
[(Grundy et Still, 1985) ; (Sikkema et al., 1994)].
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Il a été rapporté aussi que les monoterpénes possedent des effets délétéres sur les membranes
mitochondriales et provoquent une inhibition du métabolisme énergétique mitochondrial, ce
qui entraine des perturbations importantes des processus physiologiques vitaux et

métaboliques de la cellule (Sharma et al., 2011).

Les coumarines sont des substances phénoliques formées par la fusion d’un benzéne et de
cycle de a-pyrone (O’Kennedy et Thornes, 1997). Les acides hydroxycinnamiques liés aux
coumarines semblent étre inhibitrice de la croissance des bactéries a Gram positif
(Fernandez et al., 1996). A titre d’exemple, les phytoalexines, qui sont des dérivés
hydroxylés de coumarines sont produites dans les carottes en réponse a une infection fongique
et peuvent étre présumeés avoir une activité antifongique (Hoult et Paya, 1996).

La présence du groupement hydroxyle (—OH) dans les composés phénoliques joue un réle
important dans I'activité antimicrobienne, comme le cas de carvacrol et le thymol, deux
composés phénoliques bien étudiés auparavant pour leur relation structure-activité. Ce groupe
actif favorise la délocalisation des électrons qui agissent alors comme des échangeurs de
protons et de réduire le gradient a travers la membrane cytoplasmique des cellules
bactériennes. Cela entrainera I'effondrement de la force motrice de protons puis I'épuisement
de I’ATP et finalement la mort cellulaire (Ultee et al., 2002).

Tel que rapporté par Dorman et Deans (2000), la position du groupement —OH d’un
composé influence également son efficacité antimicrobienne. Par exemple, la structure
générale du thymol est similaire a celle du carvacrol; cependant leur efficacité
antimicrobienne differe vis-a-vis des bactéries a Gram positif et a Gram négatif.
Cette différence a été attribuée a la position du groupement —OH, situé en position méta dans
le thymol, et en position ortho dans le carvacrol. Par ailleurs, 1’équipe d’Alcaraz en 2000 ont
également signalé l'importance de la position du groupement —OH dans [1’activité
antibactérienne des flavonoides, surtout en position 5 dans le cas des flavanones et flavones,
vis-a-vis de Staphylococcus aureus MRSA. Le mécanisme spécifique en cause dans ce cas
est la destabilisation de la membrane cytoplasmique par des composés phénoliques avec des
groupements —OH agissant comme des échangeurs de protons, réduisant ainsi le gradient de
pH a travers la membrane cytoplasmique et conduisant a la mort cellulaire
[(Lai et Roy, 2004) ; (Xue et al., 2013)].
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Le nombre de doubles liaisons dans la structure chimique d’un composé est aussi important
dans son activité antimicrobienne. A titre d’exemple, entre le citronellol, le géraniol et le
nérol; le citronellol s’est révélé étre le moins efficace en raison de la présence d'une seule
double liaison dans sa structure. Alors que le géraniol et nérol en possédant deux doubles
liaisons chacun, ils ont montré de ce fait une activité antimicrobienne plus élevée vis-a-vis de
certaines bactéries (Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus) et
levure (Candida albicans) [(Falleh et al., 2008) ; (Gochev et al., 2010)].

La relation structure-fonction des terpenes a été étudiee par Griffin et al. (2005), qui ont pu
constater qu’une Iégere différence structurale dans la position du groupement —OH peut jouer
un réle significatif dans I'activité antimicrobienne des terpénes. A titre d’exemple le terpenen
-4-0l provoque une fuite d’ion K* des cellules d’Escherichia coli a une concentration tres
faible par rapport a I’a-terpineol. Le mode d’action antimicrobien général des terpénes les
plus hydroxylés c’est leur capacité de provoquer la fuite des ions K" intracellulaire vers

I’extérieur (Figueiredo et al., 2008).

Par ailleurs, le groupement aldéhyde associé au carbone a double liaison a une
électronégativité élevée, ce qui augmente son activité antimicrobienne [(Kurita et al., 1981);
(Moleyar et Narasimham, 1986)]. Cet effet peut étre expliqué par le fait que les composés
électronégatifs interférent avec le transfert d'électrons et interagissent avec les protéines et les
acides nucléigues, ce qui inhibe indirectement la croissance des micro-organismes (Dorman
et Deans, 2000).

Avec ’évolution de la société, le consommateur est devenu plus soucieux de sa sécurité
alimentaire. L’alimentation qu’elle soit d’origine, végétale ou animale, doit répondre a des
criteres de qualité, entre autres la sécurité sanitaire. La nature des dangers peut étre diverse

chimique et biologique (El khoury, 2007).

Les moisissures sont des champignons microscopiques qui grace a leurs spores se disséminent
tres facilement et peuvent causer des mycoses, des allergies ou altérer les produits
alimentaires. Elles peuvent alors envahir toutes sortes de produits alimentaires (Fangeat,
2008). Pour cette raison, la mise au point des solutions concrétes et le développement d'un
programme d’action pour mieux gérer les risques liés a la présence de la flore fongique et

leurs toxines dans les aliments sont devenus l'un des objectifs majeurs pour maintenir
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I'approvisionnement mondial en aliments [(Lopez-garcia et al., 1999) ; (Fortier et Turgeon,
2008)].

Pour lutter contre ce probleme majeur, différentes plantes sont caractérisées par la synthese
des substances actives qui peuvent étre soit des métabolites secondaires tels les polyphénols,
les huiles essentielles, les alcaloides..., soit des métabolites primaires tels les huiles fixes
(Meunier, 2003).

L’efficacité antifongique de ces substances est essentiellement due & leur teneur en molécules
bioactives variées appartenant a différentes classes chimiques, pouvant étre mises a profit

pour réduire la flore fongique contaminante (Ouraini et al., 2005).

Dans notre étude, 1’évaluation de I’activité antifongique des extraits de Pituranthos scoparius
révele une faible activité antifongique vis-a-vis des trois souches de Candida albicans testées,
mais une activité plus importante vis-a-vis des deux especes de champignons filamenteux
testés. La réduction du diamétre des colonies mycéliennes des deux isolats en présence des
extraits de Pituranthos scoparius atteint des pourcentages pouvant dépasser 80 % a une
concentration finale d’extrait de 1 mg/mL, ce qui laisse supposer I’existence d’un ou plusieurs

principes actifs aux propriétés antifongiques qui inhibent la croissance des champignons.

Les travaux de Krifa et al. (2011) ont montré que les huiles essentielles de la partie aérienne
de Pituranthos tortuosus présentent une forte inhibition de la croissance des champignons
mycéliens Fusarium graminearum et Alternaria sp. avec un pourcentage d'inhibition qui varie

entre 59,5 % et 23,8 % respectivement & une concentration de 4 pL/mL.

Il est bien connu aujourd’hui que I’action antifongique des substances a pour cible la
membrane plasmique (Pohl et al., 2011). La toxicité des composés phénoliques envers les
champignons est due a I’inactivation des enzymes fongiques contenant le groupement

sulfhydryle-S-H dans leur site actif [(Celimene et al., 1999) ; (Cowan, 1999)].

Dans le cas des extraits bruts de composition plus complexes, ’effet inhibiteur de la
croissance mycélienne serait le résultat de 1’action combinée et additive de plusieurs

constituants agissant chacun leurs propre mode d’action.
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Par ailleurs, de nombreuses études ont montré que la phytothérapie n’est pas sans risque.
Les atteintes toxiques concernent la plupart des organes chez I’homme. Nous pouvons citer
notamment D’insuffisance rénale liée a 1’usage erroné de certaines plantes, les atteintes
cardiaques par intoxication a 1’aconit ou des atteintes pulmonaires liées a certaines menthes
[(Larrey, 1997) ; (Peyrin-Biroulet et al., 2004)].

Les saponosides ont des propriétés hémolytiques généralement attribuées a leur interaction
avec les stérols de la membrane érythrocytaire. Ainsi, chaque plante suspecte devrait étre
examinée au préalable pour sa toxicité vis-a-vis des cellules et des tissus humains. Il est
important de vérifier aussi si la production des poisons est influencée par I’age du végétal, les
saisons, la culture, le sol, s’ils sont saisonniers ou permanents, volatiles et destructibles par la
cuisson ou fixes et résistants a de hautes températures (Bruneton, 1999).

En considérant l'utilisation de ces composés en médecine humaine, 1’analyse des propriétés
hémolytiques des composés naturels doit étre faite a un stade précoce
[(Devecioglu et al., 2000) ; (Raupp et al., 2001)].

En suivant les recommandations de la « Food and Drugs Administration » (FDA, 2005), qui
consiste a évaluer les seuils hémolytiques potentiels des composés administrés dans le corps
humain, notre travail a été basé sur 1’étude de I’effet hémolytique de certains extraits vis-a-vis
d’un modéle de cellules humaines, les globules rouges provenant d’un donneur unique sain
par le dosage du taux d’hémoglobine libéré dans le milieu extracellulaire en présence de
différentes concentrations d’extraits a tester.

Lorsque la membrane plasmique des globules rouges entre en contact avec un agent
hémolytique, ceci conduit a la lyse cellulaire qui se traduit par la libération de ’hémoglobine
dans le milieu extracellulaire.

Les résultats obtenus montrent une absence totale d’effet toxique pour les extraits aqueux Vis-
a-vis des globules rouges aux différentes concentrations testées contrairement a 1’extrait
hydroacétonique obtenu par macération, qui s’est montré relativement plus toxique.

En définitif, les extraits obtenus par chauffage sous reflux sont moins toxiques que ceux
obtenus par macération. Ce qui laisse supposer que les substances responsables de 1’effet

hémolytique des globules rouges seraient thermolabiles.
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Cinquiéme partie Conclusion generale

Ce travail est une contribution a la valorisation de la flore locale et son usage en medecine
traditionnelle, faisant partie de notre patrimoine naturel et culturel, en vue de leur application

dans les domaines de la santé et de 1’alimentation.

Les résultats que nous avons obtenus ont montré que la plante Pituranthos scoparius contient
des composés actifs capables d’agir comme agent antimicrobien et antioxydant dont les
tanins, les coumarines, les flavonoides, les stérols et les terpenes. Ce qui explique son

utilisation en médecine traditionnelle pour le traitement de diverses maladies.

Nous avons pu mettre en évidence également 1’effet antiradicalaire de certains extraits ainsi
que leur pouvoir réducteur du fer. Les extraits hydrométhanolique et hydroacétonique se sont
montrés plus efficaces vis-a-vis des souches testées. Ces extraits n‘ont montré aucun effet
hémolytique vis-a-vis des globules rouges humains a une concentration de 0,5 mg/mL jusqu'a

90 minutes d'incubation a 37°C.

Il serait intéressant a I’avenir d’approfondir cette étude dans le but d’isoler et d’identifier les
molécules bioactives par un fractionnement bioguidée et tenter d’élucider leurs mécanismes
d’action, leur efficacité, leur effet synergique : combiné entre eux ou bien avec des agents
antimicrobiens conventionnels sur des germes pathogenes, ainsi que leur toxicité éventuelle

chez 1’étre humain.
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Annexe N°1 : Réactifs et caractérisation

- Alcaloides

a) Réactif de Mayer
Solution A : 1.358 g de chlorure de mercure HgCl, sont dissous dans 60 mL d’eau
distillée ;
Solution B : 5 g d’iodure de potassium Kl sont dissous dans 10 mL d’cau distillée ;
Les solutions A et B sont mélangées et le volume final est ajusté a 100 mL avec d’eau
distillée.

b) Réactif de Wagner

Dissoudre 2 g de Kl et 1,27g d’I12 dans 75 mL d’eau distillée. Ajuster le volume total a
100 mL avec I’eau distillée.

- Les composés réducteurs
La liqueur de fehling est un mélange de deux solutions

Fehling A : Dissoudre 3.5 g de sulfate fr cuivre pentahydraté CuSO4.5H20 dans 50 mL d’cau
distillée.

Fehling B : Dissoudre 6.5 g d’ammoniaque NH4OH, 17.3 g de tartrate de sodium et de

potassium dans 35 mL d’eau distillé puis compléter le volume a 50 mL.



Annexe N°2 : Milieux de culture

e Bouillon nutritif (Sigma-Aldrich: BioChemika)

Formule en g/L

Extrait de viande 3,0
Peptone 50
Chlorure de sodium 50

pH=7,2 (x0,2) a 37°C
Suspendre 13 g de la poudre dans un litre d’eau distillée, ensuite stériliser par autoclavage a
121°C pendant 15min.

o Gélose nutritif (Sigma-Aldrich: 70148)

Formule en g/L

Extrait de viande 1,0
Extrait de levure 2,0
Peptone 50
Chlorure de sodium 5,0
Agar 15,0

pH = 7,4 (0,2) &4 25°C

Suspendre 28 g de la poudre dans un litre d’eau distillée ensuite chauffer sous agitation
jusqu’aébullition pour la dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage a 121°C

pendant 15min



e Sabouraud liquide

Formule en g/L

Glucose 20
Extrait de levure 3,0
Peptone 10

e Sabouraud gélose

Formule en g/L

Glucose 20
Extrait de levure 3,0
Peptone 10
Agar 20

e Meuller Hinton Agar (CONDA Pronadisa)

Formule en g/L

Infusion de viande de boeuf 2,0
Hydrolysat de caseine 17,5
Amidon 1,5
Agar 17,0

pH= 7,4 (0,2) & 25°C.

Suspendre 38 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 15min.



e Bouillon Muller Hinton (Sigma-Aldrich : 70192)

Formule en g/L

Hydrolysat de caéine 17,5
Infusion de viande de beeuf 2,0
Amidon 15

pH=7,4 (£0,2) a 25°C.
Suspendre 23 g de la poudre dans un litre d’eau distillée, ensuite stériliser par autoclavage a

121°C pendant 15min.



e RPMI 1640 avec L-glutamine sans NaHCOs. (Sigma-Aldrich: R 6504-1L)

Composants g/L
Sels inorganiques
Le nitrate de calcium * 4H20 0.1
Sulfate de magnésium (anhydre) 0.04884
chlorure de potassium 0.4
Le bicarbonate de sodium -
Chlorure de sodium 6
Phosphate disodique (anhydre) 0.8
Acides aminés
L-Alanyl-L-Glutamine -
L-Arginine 0.2
L-Asparagine (anhydre) 0.05
Acide L-aspartique 0.02
L-cystine * 2HCI 0.0652
Acide L-glutamique 0.02
L-Glutamine 0.3
Glycine 0.01
L-Histidine 0.015
Hydroxy-L-Proline 0.02
L-Isoleucine 0.05
L-Leucine 0.05
L-Lysine « HCI 0.04
L-Methionine 0.015
L-Phenylalanine 0.015
L-Proline 0.02
L-Serine 0.03
L-Threonine 0.02
L-Tryptophan 0.005
L-Tyrosine * 2Na » 2H20 0.02883
L-Valine 0.02
vitamines
D-biotine 0.0002
chlorure de choline 0.003
Acide folique 0.001
Myo-Inositol 0.035
Niacinamide 0.001
Acide p-aminobenzoique 0.001
D-acide pantothénique (hémicalcium) 0.00025
Pyridoxines HCI 0.001
riboflavine 0.0002
Thiamines HCI 0.001
La vitamine B12 0.000005
autre
D-Glucose 2
Le glutathion (réduit) 0.001
Le rouge de phénol * Na 0.0053
Supplements
L-Glutamine | -
Le bicarbonate de sodium | 2
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Résumé

L’antibiorésistance est devenue un probléme majeur de santé publique a 1’échelle mondiale. Les micro-organismes responsables des maladies infectieuses
deviennent insensibles aux antimicrobiens conventionnels. Ainsi, la recherche de nouvelles molécules actives devient impérieuse afin de lutter contre ce
phénomeéne. Les composés naturels, issus de plantes constituent une voie intéressante & explorer. Cette étude est consacrée a I’évaluation des propriétés
antimicrobiennes et antioxydantes d’extraits aqueux et organiques de Pituranthos scoparius Benth et Hook, plante médicinale native du Sahara. Elle a été
sélectionnée sur la base d’une enquéte ethnopharmacologique réalisée auprés de la population de la région de Béchar, qui a révélé que cette plante est
utilisée comme reméde pour soigner de nombreuses maladies. L’analyse phytochimique des extraits a révélé une composition et une répartition variable

en métabolites secondaires selon 1’organe de la plante, le solvant et la méthode d’extraction utilisée.

L’évaluation de ’activité antioxydante des différents extraits a été faite par deux méthodes, le piégeage du radical libre DPPH et la réduction du fer
(FRAP). Les résultats montrent que les extraits présentent une activité antioxydante intéressante. L’étude de ’activité antimicrobienne des extraits vis-a-
vis d’un certain nombre de souches bactériennes, de levures et de moisissures par des techniques qualitatives et quantitatives standardisées afin de
déterminer les CMI et les CMB a montré que le pouvoir antimicrobien des extraits bruts eau/méthanol et eau/acétone obtenus par macération pendant 24h
de la partie aérienne, est plus important comparé a celui des autres extraits. L’évaluation de la cytotoxicité des extraits de Pituranthos scoparius a montré

que les extraits obtenus par la technique d’extraction sous reflux en chauffant sont moins toxiques que les autres.

En conclusion, ces résultats préliminaires nous ont permis de mettre en évidence ’effet antimicrobien et antioxydant des extraits bruts de Pituranthos
scoparius, qui méritent des études chimiques et biologiques approfondies afin d’identifier et de caractériser les composés responsables de ces activités et
tenter de connaitre leurs mécanismes d’action en vue d’étre utilisés comme agent antimicrobien seuls ou comme adjuvant aux antimicrobiens
conventionnels.

Mots clés : plante médicinale, Pituranthos scoparius, métabolites secondaires, activité antibactérienne, activité antifongique, activité antioxydante,
toxicité.

Abstract

Antibiotic resistance has become a major public health problem over the world. The micro-organisms responsible for the infectious diseases become
immune to conventional antimicrobials. Thus the research for new active molecules becomes imperative. The natural compounds from plants are an
interesting source to explore. This study is devoted to the evaluation of antioxidant and antimicrobial properties of aqueous and organic extracts from
Pituranthos scoparius Benth and Hook, native medicinal plant of the Sahara. The plant was selected on the basis of ethnopharmacological investigation of
the population of Bechar, which revealed that this plant is used as a remedy to cure many diseases. The phytochemical analysis of extracts revealed a
variable composition and distribution of secondary metabolites according to the organ of the plant, the solvent and the extraction method.

The evaluation of the antioxidant activity of different extracts was done by two methods: trapping of free radical DPPH and the reduction of iron (FRAP).
The results show that the extracts have interesting antioxidant activity. The antimicrobial activity of different extracts was determined on bacterial strains,
yeast and mold, using standardized qualitative and quantitative techniques to determine the MIC and MBC. The results show that the antimicrobial
potency of the crude extracts aqueous/methanol extract and aqueous/acetone extract obtained by maceration (24h) of the aerial part is more important
compared to other extracts. The evaluation of the cytotoxicity of extracts of Pituranthos scoparius showed that the extracts obtained by heating are less
toxic than the others.

In conclusion, these preliminary results have allowed us to highlight the antioxidant and the antimicrobial effect of crude extracts of Pituranthos scoparius
that deserve extensive chemical and biological studies to identify and characterize the compounds responsible for these activities and attempt known to

elucidate their mechanism of action in order to be used as antimicrobial agent alone or an adjunct to conventional antimicrobials.

Keywords: Medicinal plant, Pituranthos scoparius, secondary metabolites, antibacterial activity, antifungal activity, antioxydant activity, toxicity.




