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Glossaire

Anthraquinone : composé qui irrite les parois intestinales et déclenche les contractions des

intestins.

Antibiogramme : examen bactériologique qui permet d’apprécier la sensibilité ou la

résistance d’une bactérie vis-a-vis d’antibiotique.

Antimicrobienne : détruit les micro-organismes.

Antioxydant : prévient I’oxydation et I’altération des tissus.

Bractée : Feuille située a la base (ou aisselle) d'un pédoncule de fleur ou d'inflorescence.

Capsule : Fruit sec déhiscent formé de carpelles soudés, a une ou plusieurs loges, s'ouvrant par

deux ou plusieurs valves, ou par des pores.

Fongicides : Ce sont des substances qui détruisent les champignons.

Gel : substance molle et translucide préparée a partir du mucilage naturel d’une plante.
Latex : liquide laiteux épais issu de nombreuses variétés végétales.

Mucilage : Substance gélatineuse (gel) se trouvant a I’intérieur des feuilles de certains végétaux
dont la haute capacité d’absorption favorise la rétention de I’eau nécessaire a la survie de la

plante.

Phylogénétique : relevant de la systématique phylogénétique qui repose sur la phylogenese ou
phylogénie.Est un systéme de classification des étres vivants, issu d'une école de taxonomie

appelée le cladisme .

Principe actif : C’est un composant d’un médicament ou d’une plante doué¢ d’un pouvoir

thérapeutique.
Suc : Liquide organique susceptible d'étre extrait des tissus végétaux
Succulente : se dit d’une plante charnue, gorgé de suc appelée aussi plante grasse

Xerophyte : se dit d’une plante adaptée a la sécheresse.
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I. Généralité sur la plante d’Aloe vera l.

I.1. Historique :

Depuis au moins 5000 ans, a des époques différentes et dans des régions du monde
éloignées les unes des autres, I’Homme a toujours utilisé les aloes pour prévenir ou soigner
nombre de ses maux. En effet, plusieurs preuves archéologiques et historiques témoignent de
ses multiples et identiques usages medicinaux dans toutes les grandes civilisations sans

aucune exception (Donadieu, 2006).

L aloés est indigéne en Afrique et la diffusion en Amérique apres des expéditions par
Columbus (Chinchilla et al., 2013), au cours des siecles nous montre qu’elle a été utilisé
aussi bien a des fins médicales que cosmétiques par les Egyptiens, les Romains, les Italiens,
les Grecs, les Arabes, les Indiens, les Chinois, etc. (Schwiezer, 2009). Elle a été introduite au
XVI1léme siécle aux Antilles puis cultivée aux Etats Unis (Bruneton, 1993), et employée pour
sa valeur medicinale pendant plusieurs milliers d’années (Vega-Galvez et al., 2014).
utilisation historique trés longue comme traitement laxatif (Manvitha et Bidya, 2014).

1.2. Origine et répartition géographique :

Aloe barbadensis miller est originaire de I’ Afrique australe (Afrique du Sud) (Figure 1)
et de certaines Tles de I’océan Indien (Bassetti et Sala, 2005 ; Bastian et al., 2013 ; Iserine,
2001 ; Koenig, 2005 ; Reynolds, 2004), et du sud Europe, particulierement dans les régions

méditerranéennes (Lopez et al., 2013).

Selon Baba Aissa (2011), les aloés sont peu fréquents en Algérie, surtout cultivés, ou
alors spontanés sur le littoral ou ils sont d’ailleurs confondus avec I’ Agave (surtout Aloe vera
L.).
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Figure 1 : distribution globale d'Aloe barbadensis miller (Choi et al., 2010).
1.3. Etude systématique :

1.3.1. Ethymologie :

Selon Ahlawat et Khatkar (2011), Le nom aloes est dérivé d’un ancien mot arabe
‘alloeh arabe qui signifie la substance amére brillante. Tandis que, vera est le nom latin qui
veut dire la veérité ou vrai (Schweizer, 2006 ; Walter, 2010). Parce que depuis la nuit des
temps cette espece a été considérée comme la plus efficace en termes d’utilisation

thérapeutique et médicale générale (Chinchilla et al., 2013).
1.3.2. Nomenclature

D’apres Boullard (2001) ; Mahmoudi (2003) ; Eternst (2005), de nombreux noms
vernaculaires de I’Aloe vera L.
Dialecte algérien : Jual
Les francgais : aloes
Les Africains : Lys du désert.
Les Européens : Plante miracle.
Les Espagnole : aloe, zabila
Les Anglais : aloe.
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1.3.3. La classification APG 111 (2009) :

La classification systématique des Aloes est contestée. La plupart des recherches
considere que le genre Aloe doit étre inclus dans la famille des Liliacées parce que ses
especes germent d’un bulbe original. Autres plantes bien connues appartenant a cette famille
sont les oignons, I’ail, et I’asperge. D’autres études ont classé le genre Aloe dans la famille
des Asphodelacées. Cette classification est proposée par la classification phylogénétique dite
APG 11 de I’année 2003. Alors que I’APG Il de 2009 a placé le genre Aloe dans la famille
des Xanthorrhoeacées. La classification APG, ou classification phylogénéetique (Bassetti et
Sala, 2005 ; Botineau, 2010 ; Grace, 2009 ; Liu et al., 2011).

La classification phylogénétique APG 11 (2009) est représenté dans le (Tableau 1).
Tableau 1. : Classification phylogénétique APG 111 (2009) d’Aloe vera. (Leger, 2010).

Taxon Nom Scientifique
Classe Monocotyledones
Ordre Asparagales
Famille Xanthorrhoeaceae
Genre Aloe

Espéce Aloe vera

1.4. Etude botanique :

1.4.1. Description botanique du genre Aloe :

Selon Hussain et al., (2015) il existe approximativement 420 especes d'aloes identifiées
et caractérisées répertoriés dans le monde entier, mais seules quelques-unes sont reconnues
pour leurs vertus . La plus utilisée reste I’Aloe vera L. en raison de ses propriétés et surtout sa

facilité de mise en culture (Lacoste, 2014).

Le barbadensis Miller (Aloés vera L.) est consideré le plus biologiquement actif
comprenant les vitamines, les minéraux, les polysaccharides, les acides amines, les
anthraquinones, les saponines, les phytosterols et les acides salicyliques etc (Shemy et al.,

2010). Parmi les plus connues de nos jours sont citez dans le (Tableau 2) (Olivier, 2006):
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Tableau 2 : Différents espece d’Aloe :

Aloe africana Aloe castanea

Aloe aculeata Aloe broomii Aloe variegata

1.4.2. Description botanique de la plante Aloe vera L. :

L’Aloe vera L. est une espéce arbustive succulente, qui peut atteindre 1 m de hauteur
(Figure 2) lorsqu’elle est en fleurs et par prolongement annuel de son axe en tronc, aux
systeme peu profond de racine fibreuse épaisse qui produit de grandes feuilles basiques,
(Ahlawat et Khatkar, 2011 ; Sahu et al., 2013 ; Fakim et Schmelzer, 2008 ; Koenig,
2005; Shaueberg et Paris, 2005).
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Figure 2 : Aspect général d’Aloe vera L. (Brunton, 1993).

e Latige : Solitaire, ramifiée a la base ou a proximité, ligneuse et dénudée, a feuilles mortes
persistantes avec un tronc boisé ligneux surmonté par (Bassetti et Sala, 2005 ; Fakim et
Schmelzer, 2008 ; Koenig, 2005).

e La feuille : est un bouquet charnu, a cuticule épais et abords épineux (30 a 59 cm de long
sur 6 a 7 cm de large). (Pousset, 2006).

e L’inflorescence et la fleur : les inflorescences sont des racémes érigés, peu ramifiés,
garnis a leur extrémités de petites fleurs tubulaires disposées en épis, 2 ou 3 cm long, de
couleur jaune produites en été (Irshad et al., 2011 ; Olivier, 2006 ; Liu et al., 2011).

e Le fruit : est une capsule oblongue-ovoide, brun jaunatre et loculicide (Figure 3),
contenant de nombreuses graines, a ailes trés étroites (Fakim et Schmelzer, 2008 ;
Pousset, 2004 ; Ahlawat, Khatkar, 2011).

Figure 3 : Fruit et graines d’Aloe vera L. (Anonyme, 2016).

D
ﬁ“
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1.4.3. Description Anatomique de la feuille :

d’un parenchyme chlorophylien et amylifere, des cellules a mucilage et entre les deux des

La section transversale de la feuille montre, que la feuille d’Aloe vera L. est pourvu

faisceaux conducteurs isolées a péricycles et endodermes marqués (Brunton, 1993)

(Figure 4).

Ouverture (stoma) a la
surface de la feuille

—_—

e
4 T cellale de I"'épiderme
- ."1'. —
e
Celluleparenccyme
produisant le suc amer

cristal d'oxalat de
calcium

Cellule pericycligue
remplie avec dua suc
amer d" Aloes

Cellule parenchyme
contenant du gel

Waisseanu rempli de suc
amer

1.4.

(Rind) et le parenchyme sans couleur a I’intérieur. L’écorce est riche en dérives de dihydroxy
anthraquinones et leurs glycosides, tandis que le tissu de parenchyme ou la pulpe est riche en
hydrates de carbone complexes, entre ces deux fractions se trouve un liquide de couleur jaune

Figure 4 : Coupe transversale d’une feuille d’aloes (Schweizer, 2005).

4. composition :

La feuille des aloes est divisée en deux fractions principales, I’écorce verte externe

appelé : latex, suc ou la seéve (Pillizonietal., 2012).

Le suc ou la séve : s’écoule spontanément d’une blessure des fibres péricycliques de la
feuille et se transforme par dessiccation en une masse brune, il est riche en dérivés
hydroxy anthracéniques (15 a 40%) et en particulierement en aloine (Botineau, 2010 ;

Sahu et al., 2013).

Partie bibliographique
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e Le gel ou la pulpe : constitué uniqguement par le mucilage des grandes cellules centrales
dans I’épaisseur de la feuille, ce gel contient surtout des polysaccharides (Botineau,
2010). Du fait de sa rapide dégradation & I’air libre par oxydation ; le gel frais ne
pouvaitétre utilisé qu’immédiatement aprés avoir été extrait de la feuille (Donadieu,
2006 ; Sahu, 2013).

1.5. Habitat et culture :

Selon Soltanizadeh et Mousavinejad (2015), I’aloe vera et une plante trés résistance a
la sécheresse, qui se développe dans des climats chauds et secs en tant que son habitat normal,
elle a été cultivée dans beaucoup de secteurs du monde de I'Asie, de I'Europe et de I'Amérique
(Ahlawat et Khatkar, 2011).

Elle peut se développer proche de la mer, mais préfere généralement les sols rocheux et
montagneux (Kulkarni et al., 2013). Elle préfére des sols sableux ou limoneux, bien drainés ,
et peut pousser dans des sols pauvres en éléments nutritifs, les jeunes plantes apprécient la mi-
ombre alors que les plantes &dgées aiment une exposition complete au soleil.( Schmelzer et
Gurih-Fukim, 2008).

Comme la plus part des aloés, Aloe vera L. ne peut pas se développer quand la

température environnementale est en-dessous de -10°C (Koenig, 2005).
1.6. Multiplication :

La reproduction de Aloe vera L. s’opére par graines ou plus aisément par les rejets
(stolons) qui poussent autour de son pied (Donadieu, 1997).0n le multiple en détachant des

petits plants munis de racines que I’on replante (Iserin, 2001).

Un déficit hydrique peut entrainer une diminution de la formation des rejets. Ceux —ci
peuvent étre coupés sur la plante mére quand ils atteignent 15-20 cm de long, et peuvent étre
cultivés en pépiniere la premiére année. La micro propagation par culture in vitro de
méristémes vegétatifs ainsi que la régénération in vitro d’explants de base des feuilles sont
possibles. (Sims et al., 1971).
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1.7. Les Principales activités étudiées :

1.7.1. Activité antioxydant :
1.7.1.1. Le stress Oxydant :

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre les processus biochimiques de
production des espéces reactives de 1’oxygéne (ERO) et ceux qui sont responsables de leur
controle et élimination (Sayreet al., 2008 ; Bloomer et al., 2008 ; Browne et al., 2008 ;
Power et al.,, 2010). Ce déséquilibre peut se produire quand le systeme de défense
antioxydant est surmené par I’augmentation des oxydants ou lorsque les défenses sont
affaiblies par une carence d’apport et/ou de production d’antioxydants (Figure 5)
(Kirschvink et al., 2008). L’équilibre ou homéostasie redox est perturbé et les cellules

deviennent vulnérables aux attaques par les ERO (Mac Laren, 2007).

Antioxydants

Déséquilibre

Stress oxydant

Figure 5 : Balance radicaux libres /antioxydants (Shimizu, 2004).

1.7.1.2. Les radicaux libres :

Par définition, un radical libre est défini comme toute molécule ou atome possédant un
ou plusieurs électrons non appariés, capable d’exister sous forme indépendante, contenant au
moins un électron libre sur sa couche externe (ou contenant deux électrons de méme spin dans
une case quantique). Cela augmente considérablement sa réactivité par nécessité de se
combiner avec un autre électron pour atteindre la stabilité selon un phénomene d’oxydation
(Finaud et al., 2006 ; Mac Laren, 2007). Sa durée de vie est trés courte (quelques
millisecondes voir quelques nanosecondes) et il est symbolisé par un point qui indique ou
I’électron libre se situe (exemple : "OH) (Mac Laren, 2007 ; Sayre et al., 2008 ; Goto et al.,
2008).

Les principales espéces réactives de I’oxygéne sont: le radical superoxyde (02-), le

radical hydroxyle (OH), le monoxyde d’azote (NO), mais aussi certains dérivés oxygénes
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réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tel que le peroxyde d’hydrogéne
(H202) (Roberts et al., 2010) (Figure 6).

sSOoD Fe,* — Fe,*

T See

Superoxide Hydrogen peroxide Hydroxyl

=

Peroxynitrite

Figure 6 : Formation des espéces réactives de I’oxygene (ERO) (Codoner-Franch et al.,
2011).
1.7.1.3. antioxydants :

Un antioxydant est défini comme toute substance qui peut retarder ou empécher
I’oxydation des substrats biologiques(Boyd et al., 2003),ce sont des composés qui réagissent
avec les radicaux libres et les rendent ainsi inoffensifs (Vansant, 2004).Les antioxydants
piégent les radicaux libres en inhibant les réactions a l'intérieur des cellules provoquées par
les molécules de dioxygéne et de peroxyde, aussi appelées especes oxygenées radicalaires
(EOR) et especes azotées radicalaires (Benbrook, 2005).0n distingue au niveau des cellules
deux lignes de défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule (Figure 7) (Favier,
2003).

/ R. libres primaires R . libres organiques
ROO.
O l il 12 0.0 oo
Fo N g e,

ROO

Antioxydants primaires Antioxydants organigues

—

ﬂon \ /Viramine ER

| catalase Glutathion

{ﬂ'ox}'dase// &"’phénolg

Figure 7 : Les systémes de défense contre les radicaux libres.

10
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1.7.1.3.1. Les antioxydants primaires :

La cellule est pourvue d’enzymes antioxydants qui sont des systemes de défense tres
efficaces puisque les enzymes ont la propriété de pouvoir réaliser un travail de facon
permanente. Cette ligne de défense est constituée de superoxyde dismutase (SOD), de
catalase et de peroxydase (glutathion et ascorbate) (Lehucher-Michel, 2001).

Ces enzymes antioxydants permettent I’élimination des radicaux libres primaires,

selon les réactions suivantes (Figure 8) :

Superoxyde dismutase
20, + 2H" » H,0; + 0O

Catalase
2H20; — 2H,0 + 0,

Glutathione peroxydase
H,0, + 2 GSH —> 2H,0 + GSSG

Figure 8 : Réactions de I’élimination des radicaux libres primaires. (Lehucher-Michel,
2001).
De ce fait elles préviennent la formation de radicaux libres organiques a partir des
lipides membranaires notamment et contribuent donc a la protection des membranes de la

peroxydation lipidique (Dacosta, 2003).

1.7.1.3.2. Les antioxydants secondaires :

Ce sont des molécules exogenes. Contrairement aux enzymes anti oxydantes, une
molécule d’antioxydant piége un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette
molécule d’antioxydant doit donc étre régenérée par d’autres systemes (Dacosta, 2003).

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'antioxydants in vivo ont était proposes.
Elles incluent : la vitamine E, 1'acide ascorbique, la B-caroténe, les flavonoides, les composés
phénoliques,...etc. Elles peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité et

elles ont également une capacité de lier les acides gras libres (Kohen et Nyska, 2002).

11
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1.7.1.4. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydant :

L'activité antioxydant ne doit pas étre conclue sur la base d'un seul modéle de test
antioxydant. Et en pratique, plusieurs essais in vitro procédures sont menés pour évaluer les
activités antioxydants avec les échantillons d'intérét. Un autre aspect est quel 'antioxydant des
modeles de test varient dans les différents points de vue. Par conséquent, il est difficile de
comparer une méthode entierement a une autre. Dans une certaine mesure, la comparaison
entre différentes méthodes in vitro a été effectuée par (Fand etal., 2010; Favier
et al., 2003).

Les méthodes de I’évaluation du potentiel anti-oxydant sont nombreuses et variées. Le
(Tableau 3) reprend les méthodes d’estimation de I’activité antioxydant.

12
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Tableau 3: méthodes les plus utilisées pour estimer le pouvoir antioxydant.

Méthode

Reaction

Auteur

Méthodede FRAP
(ferric reducing

antioxidant)

Reduction de I’ion ferrique (fe*) en
ion ferreux (fe?*).évalue le pouvoir
réducteur des composes.

La lecture se fait a 700 nm.

(Pulido et al, 2000)

Méthode DPPH

Le radical 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle (DPPHe) est un
radical libre stable, les mécanismes
réactionnels : transfert d’électron
majoritaire .

La lecture se fait a 517 nm dans une

solution de méthanol ou d’éthanol.

(Blois,1958; Brand-
Williams,1995 )

Méthode ORAC

ORAC est défini comme étant un
test pour estimer le potentiel a
réduire les radicaux peroxydes
(ROOe), Initialement congu avec la
-phycoerythrine (PE) comme
fluorochrome, ensuite certaine
modification ont été introduite par
le remplacement de la -PE par de la
fluorescéine, un indicateur non

protéigue et plus stable

(Crichton et al., 2002
: MacDonald-Wicks et al,
2006).

Méthode PPM
(PhosPhorMolybadate)

L hydrogene et I’électron
sont transférés vers le

complexe oxidant (PPM).

(Popovici et al.,2009)

13
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1.8. Activité antimicrobienne :

Beaucoup de groupes de recherches ont étudié I’activité antimicrobienne des extraits de
plantes médicinales telles que fennel (Foeniculumvulgare), peppermint (Menthapiperita),
thyme (Thymus vulgaris), ils ont trouvé que ces extraits sont actifs non seulement contre les
bactéries mais aussi contre les champignons, les levures et les virus (JUrgen et al ., 2009).

D’autres groupes de chercheurs ont franchi une étape plus loin, ils ont isolé et identifié
les métabolites responsables de I’activité antimicrobienne des extraits de plantes, cette étape
constitue une plateforme pour plusieurs implications incluant I’industrie pharmaceutique, la

médecine alternative, et la thérapie naturelle (Huang et al., 2008).

1.8.1. Les antibiotiques :

L’élimination des microorganismes pathogeénes fait appel & des substances dites :
antibiotiques. Ces derniers sont synthétisés par des microorganismes (le plus souvent des
champignons). Ils ont la capacité soit de détruire les bactéries (effet bactéricide), ou d’inhiber

leur croissance (effet bactériostatique) (Elghozi et Duval, 1992).

% Classification des antibiotiques :

Il existe plusieurs classifications des antibiotiques, elles sont basées sur le spectre
daction, la cible, ou la famille chimique. Cette derniére celle-ci est la plus frequemment
rencontrée. Les principales familles chimiques des antibiotiques sont: Bétalactamines:
pénicilline et céphalosporines; Aminosides: streptomycine, gentamycine; Chloramphénicol et
thiamphénicol; Cyclines: tétracyclines, doxycycline. Macrolides et apparentés :

érythromycine, oléandomycine. (Cohen et Jacquot., 2001).

1.8.2. Modes d’action des antibiotiques :

Les agents antimicrobiens détruisent les bactéries en s’attaquant directement a leurs
structures essentielles (paroi cellulaire, ribosomes, membrane plasmique et ADN) et/ou en
perturbant leurs métabolismes et par conséquent leurs fonctions (Tortora et al., 2003).

Les modes d’action majeurs des antibiotiques incluent I’interférence avec la synthese de la
paroi cellulaire (B-lactames), I’inhibition de la synthése protéique (macrolides et
aminoglycosides), I’interférence avec la synthése de I’acide nucléique (fluoroquinolones) et

I’inhibition d’une voie métabolique (Tenover, 2006). L’action sur la membrane est aussi un

14
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mécanisme antibactérien trés répandu. Les polymixines induisent I’augmentation de la
perméabilité membranaire causant la perte du contenu de la cellule bactérienne (Storm,
1997), tandis que le lipopeptide cyclique daptomycine agit, apparemment, par I’insertion de sa
queue lipidique a I’intérieur de la membrane, causant sa dépolarisation et éventuellement la

mort bactérienne (Carpenter et Chambers, 2004).

1.8.3. Mécanismes de résistance bactérienne aux antibiotiques :

Les bactéries peuvent devenir résistantes aux antibiotiques via différents mécanismes.
Elles peuvent acquérir des génes codant des enzymes, telles que les P-lactamases, qui
détruisent I’agent antibactérien avant qu’il produit un effet. En plus, elles peuvent acquérir des
pompes d’efflux qui extrudent I’agent antibactérien de la cellule avant qu’il n’atteigne le site
de sa cible. Par ailleurs, les bactéries peuvent acquérir plusieurs génes pour une voie
métabolique qui aboultit a la production de parois cellulaires altérées ne contenant plus de sites
de fixation des agents antimicrobiens, ou encore acquérir des mutations qui limitent I’acces
des agents antimicrobiens aux sites intracellulaires des cibles via la régulation négative des
génes codant les porines. Finalement, la résistance peut étre acquise via I’échange génétique
entre les bactéries, voire, la transformation (incorporation de segments d’ADN libérés dans le
milieu extérieur par une autre bactérie apres la lyse cellulaire), la conjugaison (échange des
génes de resistance entre deux bactéries via le contact physique) ou la transduction (transfert

des genes de résistance entre les bactéries via les bactériophages) (Tenover, 2006).

15
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Notre travail a été réalisé durant la période du mois de mars jusqu’a la fin du mois de
Mai 2016.

Les différentes expérimentations de cette étude ont été effectuées dans les structures

suivantes

v’ Laboratoire d’hygiene de Blida I’extraction.

v’ Laboratoire micro biologie de Groupe Saidal, Gué de Constantine a Alger afin
d’effectuer I’activité anti microbienne.

v’ Laboratoire des projets de fin d’études (PFE) au département de biologie, Université
Blida 1.

v' Laboratoire de chimie au niveau du département agro-alimentaire pour réalisation des

extraits.
11.1. Matériel :

11.1.1. Matériel végétal:

Le matériel utilisé pour notre étude est porté sur les feuilles de la plante cultivé I’Aloe
vera L. au niveau du jardin botanique d’EL HAMMA (jardin d’essais) a Alger. La plante
récoltées durant la période de Mars - Mai au stade floraison ou I’identification botanique a été

confirmée par le personnel du jardin. (Figure 9).

Figure 9 : Plante d’Aloe vera L. (Original, 2016).
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11.1.2. Matériel microbienne:

Les souches bactériennes et fongiques utilisées sont des souches de référence obtenues
du laboratoire de microbiologie au niveau de I’unité Biotic de Saidal gué de Constantine
Alger. Les 6 souches utilisées dans I’activité antimicrobienne sont représenté dans le
(Tableau 4).

Tableau 4 : Les six souches utilisées dans I’activité antimicrobienne (SAIDAL, Gué de
Constantine.

Souches Gram Espéce références

microbiennes

Escherichia coli ATCC 8739
- Pseudomonas aeruginosa | ATCC 9027
¥ Staphylococcus aureus ATCC 6538
souches + Bacillus subtilis ATCC 6633
bacteriennes
Souches Levures Candida albicans ATCC 10231

fongiques Mycéliume | Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

11.1.3. Matériel non biologique :

L’ensemble des Appareillages et les réactifs est donné (Annexe 1).
11.2. Méthode :

11.2.1. Etude des caractéres :

11.2.1.1. Caractéres morphologiques :

Le poids des feuilles feuilles d’Aloe vera L. (g) c’est un paramétre morphologique été

étudiés selon la méthode de (Zapata et al., 2013) .
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11.2.1.2. Anatomie des feuilles

Les structures internes des feuilles sont étudiées selon la méthode décrite par (Lad,
2013).Cette méthode consiste a réaliser une examination macroscopique, microscopique

d’une coupe transversale de la feuille.
% Examen macroscopique

Observation a la loupe biloculaire Gr : X4 de la feuille d’Aloe vera L.

s Examens microscopiques :
La technique de double coloration est réalisee selon les étapes suivantes (Figure 12) :

> Réaliser des coupes transversales trés fines au niveau de la feuille et rincer les coupes

dans I’eau de Javel a 12° pendant 10 a 15 min pour vider les cellules.

> Laver a I’eau courante pendant 5 a 10 min et rincer les coupes dans de I’acide acétique
(10%) pendant 1 a 2 min pour faciliter la diffusion et la fixation des colorants

> Laver a nouveau a l'eau courante 5 a 10 min puis rincer a nouveau les coupes dans le

vert de méthyle pendant 15 a 20 min.

> Laver les coupes a I’eau courante 5 a 10 min puis rincer les dans le rouge Congo 15 a

20 min et Rincer abondamment a l'eau courante.

» Monter la coupe colorée entre lame et lamelle puis observer au microscope photonique
(Olympus) Gr : 10X10 et Gr : X40.
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-

mettre les coupes & | '--'._}
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Figure 10 : Confection des coupes anatomiques (Original, 2016).
11.2.2. Extraction du suc et du gel d’Aloe vera L. :
=+ Lesuc (seve):

L’extraction du suc de I’Aloe vera L. se résume dans les étapes suivantes : (la méthode

utilisée est celle décrite par Magdalini et al., (2012) et Zapataa et al., ( 2013).

- Laver soigneusement les feuilles a I’eau du robinet pour enlever la boue et toute autre
impureté ;

- Rincer les feuilles a I’eau distillée ;

- Laisser écouler la seve de couleur jaune pendant 1 heure dans un bécher en verre de
durham ;




Chapitre 11 Matériel et Méthode

- Récupérer la seve dans des boites de Pétri en verre et sécher la dans une étuve ventilée a
50°C pendant 48h ;

- Récupérer la poudre de couleur brune atre.
+ Legel:

L’extraction du gel d’Aloe vera L. a été réalisée, selon le protocole de Ni et al., (2004)

selon les étapes suivantes :

- Laver soigneusement les feuilles a I’eau du robinet pour enlever la boue et toute autre
impureté ;

- Rincer les feuilles a I’eau distillée ;
- Laisser écouler la séve de couleur j’aune pendant 1 heure ;
- Coupez la base blanchatre ainsi que les bords un peu épineux ;

- A l’aide d’un couteau, enlever la peau pour ne garder que le gel translucide sous forme de
filet se trouvant a I’intérieur ;

- Recueillir les filets de gel dans un cristallisoir en verre ;

- Laver les filets a I’eau ultra pure pour enlever toutes traces d’exsudat (suc) libéré par les
cellules péricycliques ;

- Proceder au traitement la pulpe qui consiste a broyer la pulpe a I’aide d’un blinder , jusqua
I’obtention d’un liquide tres gélatineux, ensuite centrifuger a 3000 tr/m pendant 15 min, et
récupérer le surnageant visqueux qui est le gel, par la suite I’introduire dans une étuve
ventilée et le laisser sécher a 50°C pendant trois jours.
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11.2.3. Etude phytochimique de I’Aloe vera L. :

11.2.3.1. Screening phytochimique :
La détermination des principaux groupes de métabolites secondaires a été effectuée sur
le gel et le suc fraichement récupéré de la plante Aloe vera L.dans les étapes suivantes :

+ Principe :

Le screening chimique est un ensemble de technique phytochimiques préliminaires
basées sur des tests colorimétriques spécifiques permettant de déterminer la présence ou
I’absence de métabolites secondaires contenus dans un organe vegétal (Lendvai et al., 2002).

La mise en évidence des métabolites, nous permet de nous renseigner sur la
composition de I’Aloe veraL. Le protocole que nous avons effectué a été décrite
par (Esteban-carrascoet al., 2001 ; Dakiche, 2011).Avec quelques modifications.(Tableau
5).

Tableau 5: Mise en évidence des différents métabolites secondaires dans I’Aloe vera L.

La quantité du gel | Produits chimiques révélateurs
Parameétre ou du suc frais

d’Aloe vera L.

Tanins Iml 1ml de chlorure de fer (fecl3).

Flavonoides 5ml 5 ml Hcl,

Avec un coupeau de magnésium

Saponosides 1ml QuelquesgouttesAcétate de plomb
Sucres réducteurs | 5ml Réactif de Fehling

Mucilages 1ml 5ml Ethanol absolu

Glycosides Iml Quelques gouttes d’acide sulfurique
alcaloide 2ml 5ml Hcl

Reéactif de Mayer

anthraquinones Imi 0.5ml de solution ammoniacale NH,OH
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Le schéma suivant explique les principales étapes de test phytochimique qui donnent

des résultats préliminaires réalisé sur la plante Aloe vera L. :

Quelque goutte du gel et suc réactif résultat pare coloration

Figure 11: Différentes étapes qui représentent le test phytochimique.
11.2.3.2. Dosage phénols totaux et flavonoides :

11.2.3.2.1. Préparation des extraits :

Pour la préparation des extraits vegétaux, la méthode utilisée est celle proposée par (Lee
et al., 2000 ;Hu et al., 2003 ; Serrano et al., 2006) avec quelques modifications. Différents
types d’extraits ont été préparés a partir de la poudre de chaque partie ( suc, gel et feuille
entiere) d’Aloe vera L. en mélange 5g de poudre avec 250 ml de I’ethanol ont agite par
agitateur pondant 1 heures a la température ambiante et a I’abri de la lumiére, ont été mis a
macérer tout la nuit . Ensuit le mélange est filtré sur la gaze et une deuxieme fois sur papier
Whatman (n°3). L’opération est répétée une seconde fois sur le marc. Les filtrats obtenus sont
additionnés et évaporés a I’aide d’un évaporateur rotatif a une température de 40 - 50 °C.

L’extrait est conservé au réfrigérateur a4°C (Figure 12).
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Pesée d’échantillon (59)
+250ml Etahanol

[ Agitation pendant 1 heure }

[ Filtration du solvant J

Evaporation de I’extrait a
50°c

Figure 12 : Protocole d’extraction des extraits bruts (Original, 2016).
11.2.3.2.2. Dosage des phénols totaux :
+ Principe :

Ce dosage est basé sur la quantification de la concentration totale de groupements
hydroxyles présents dans I'extrait. Le réactif de Folin-Ciocalteu consiste en une solution jaune
acide contenant un complexe polymérique d'ions (hétéro-polyacides). En milieu alcalin, le
réactif de Folin-Ciocalteu, oxyde les phénols en ions phénolates et réduit partiellement ses

hétéro-polyacides, d'ou la formation d'un complexe bleu (Daels-rakotoarison, 1999).
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+ Mode opératoire :

La teneur totale en phénols totaux des extraits bruts de la plante étudiée est déterminée
par la méthode de Folin-Ciocalteu (Chuah et al., 2008).

Un volume de 0,5 ml d’extrait est ajoutée a 0,5 ml du réactif Folin-ciocalteu, aprés 3min,
2mL de carbonates de sodium (200 mg/ml) sont ajoutés. L’ensemble est mélangé, puis les
tubes sont maintenus a température ambiante et dans I’obscurité pendant 15 min, ensuite 10

ml d’eau distillée sont ajoutées.

La lecture est faite a 760 nm, la concentration en composés phénoliques totaux est
déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant I’acide gallique
comme standard (Annexe I1).Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique par

gramme de poids sec mgEq GA/g PS.
11.2.3.2.3. Dosage des flavonoides totaux :

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits de gel et de

suc est réalisée par la méthode de (Loots et al., 2007).

Le dosage des flavonoides est réalisé a I’aide de la méthode colorimétrique au
trichlorure d’aluminium(AICI3). Le trichlorure d’aluminium forme un complexe jaune
avecles flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose qui absorbe dans le visible

a 510 nm selon la méthode décrite par (Kim et al., 2003).
+ Mode opératoire :

0,5 ml d’extraits sont mélangés avec 2 ml d’eau distillée et 0,15 ml de solution de
NaNO2 a 15% (nitrite de sodium). Aprés 6 minutes, 0,15 ml d’AICI3 a 10% sont ajoutés et
laissés pendant 6 minutes, puis 2 ml de NaOH (soude) a 4% sont ajoutés. Le volume est ajusté

a 5 ml avec I’eau distillée.

L’absorbance est mesurée apres 15 minutes a 510 nm, La concentration des
flavonoides est calculée en se référant & une courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la
quercétine comme standard (Annexe I11).

Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent Quercétine par gramme de poids

sec mgEgQc /g PS.
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11.2.4. Etude des activités biologiques de I’Aloe vera L. :

11.2.4.1. Etude de I’activité antioxydante :

L activité antioxydante des différents extraits est évaluée en mesurant leur capacité a
inhiber le radical : 2-2-diphenyl-1-picryl (DPPH). La méthode au DPPH est décrite comme
une méthode simple, rapide et pratique indépendante de la polarit¢ de I’échantillon
(Parakash, 2001).

+ Principe :

Le DPPH (2-2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl)(C1sH12NsOg) de couleur violet foncé ,
vire au jaune, en présence de capteurs de radicaux libres, et se réduit en 2-2 diphényl 1 picryl
hydrazine(Maataoui et al, 2006).

Ce radical est un oxydant qui peut étre réduit par I’antioxydant (AH) selon la réaction

suivante :

DPPH® + AH » DPPH-H + A’(Brand-Williams et al, 1995).

Q . - O
Nf”'-N 4+ AH —= N
NO

2,2 -diphenyl-1-picrylhydrazyl 2,2 -diphenyl-1-picrylhydrazine

NO,

Z—T

+ A

(8]

Figure 13 : Forme libre et réduit de DPPH (Molyneuxs, 2004).

+ Préparation des dilutions
- A partir d’une solution mere (brut) introduire 1 ml d’extrait dans une fiole de 10 ml

est ajusté d’éthanol jusqu a trie de jauge (25 ug/ml) ;
Introduire 20ul, 15ul, 10ul, et 5ul de chaque dilution dans des fioles 25 pl compléter par

I’éthanol, respectivement pour avoir les concentrations, 20, 15,10 et 5ug/ml.
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+ Mode opératoire :

Le protocole expérimental suivi pour étudier I’activité du piégeage du radical libre
DPPH, est celui de (Brand-Williams et al, 1995).

Dans des tubes d’essai stériles, nous introduitimlde chaque solution des extraits a
différentes concentrations (5-25ug/ml) (Figure 14), en mélangeant 2ml de la solution
métanolique du DPPH (pour chaque concentration un blanc est préparé). En ce qui concerne
le contr6le négatif, ce dernier est préparé, en paralléle, en mélangeant 1ml du méthanol avec

2ml d’une solution méthanolique de DPPH a la méme concentration utilisée.

Aprés incubation dans I’obscurité pendant 30 minutes et a la température ambiante, la
réduction du DPPH s’accompagne par le passage de la couleur violette a la couleur jaune de

la solution.
La lecture des absorbances est effectuée a 517 nm a I’aide d’un spectrophotométre.

La solution standard de I’acide ascorbique est préparée a différentes concentration son
été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons et pour chaque concentration le

test est répété 3fois.
11.2.4.2. Expression des résultats :

L activité antioxydant exprime la capacité de piéger le radical libre. Elle est estimée par
le pourcentage (%) de décoloration du DPPH en solution dans du méthanol selon la formule

suivante :

Abs blanc—Abs test
Abs blanc

Inhibition (%) = ( ) * 100

ADbSpianc : absorbance du blanc

Abs : absorbance de I’échantillon.
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11.2.4.3. Calcul des concentrations d’inhibition 1C50 :

Le IC50 ou concentration inhibitrice de 50 % (aussi appelée EC50 pour Efficient
concentration 50), est la concentration de I’échantillon testé necessaire pour réduire 50 % de

radical DPPH. Les IC50 sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des

graphes tracés.

Extraits éthanolique a
différentes

concentrations W '
1ml L L 2ml

sohition DEFPH

Spg/ml g
u w 20pg/ml

10pg/ml 15pg/ml

25ug/ml

Figure 14 : Schéma présentant la méthode de DPPH.
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11.2.5. Détermination de I’activité antimicrobienne du suc et du gel de I’Aloe

vera L. :

11.2.5.1. Technique de diffusion :

La technique utilisée est la diffusion sur milieu gélosé par la méthode des
disques :(Alves et al., 2004 ; Bourdeau et Beland, 2006 ; Ferro et al., 2003 ; Habeeb et al.,
2007 ; Okamura et al., 1996 ; Waihenya et al., 2002 ;Wynn, 2005).

+ Principe :

L’évaluation de cette activité effectuée par la méthode de diffusion sur milieu solide et
se traduit par la formation de zone d’inhibition autour du disque contenant la substance testée
(Abdessamad et Hammadi, 2008).

+ Préparation des extraits :

Dans notre etude, différent types d’extraits ont été préparés a partir de la poudre du gel
et du suc d’Aloe vera L. (Hamman, 2008; Bourdeau et Beland, 2006).

Une prise d’essai de 250 mg de poudre été mise a macérer dans 50ml de I’éthanol sous

agitation pendant 24h dans un agitateur, puis filtré. L’extrait a ensuite été stocké a 4°C.

Procéder de la méme maniére pour obtenir les extraits d’acétate d’éthyle, aqueux, et

éther de pétrole.
+ Préparation d’inoculum :

Selon le  protocole du groupe SAIDAL Gué de  Constantine
(MO.BUGDC.DLCQ.014) : Sortir le flacon du liquide de reconstitution et le flacon
contenant la préparation de la souche lyophilisée de la zone réfrigérée de stockage .laisser la
préparation de souche a température ambiante. Avant I’emploi, porter le liquide de

reconstitution a une température de 37°C pendant 30minutes

A I’aide d’une pince stérile, sortir deux pastilles de la souche lyophilisée et les placer
dans le flacon contenant 2 ml de liquide de reconstitution dans le but d’obtenir un inoculum
de 10°UFC/mI (Unité formatrice de colonies.).Il est nécessaire de reconstituer deux flacons en

méme temps c’est-a-dire diluer 4 pastilles dans 4ml de liquide de reconstitution.
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Placer immédiatement le flacon contenant la solution reconstituée dans un incubateur
réglé a une température de 37°C pendant 30 minutes pour permettre une hydratation
compléte. Aprés I’incubation, agiter le produit reconstitue, a I’aide d’un vortex, pour obtenir
une distribution uniforme de la souche d’épreuve dans la suspension (Figure 15), la lecture de

la charge microbienne est effectuée a laide d’un spectrophotometre.

Les souches
lyophilisées en
pastilles En double
Laissera T° c.ad
ambiante
4pastilles
dans 4ml du
Avant liquide
reconstitution reconsiitution
Coffret des In Eubler |
ch 37°C/30min
souches J
lyophilisées prét a Incuber
I"emploi 37°C/30min _EL
Liquide de CI_‘-EIEE_ | Cl_large_
reconstitution microbienne wil Ecltg;menne
2ml de LWl
10°UFC/ml UFC/ML

Figure 15 : Etape de Préparation de la suspension microbienne. (Original, 2016).
+ Préparation de solution a tester :

Pour mesurer la sensibilité des souches en utilise un antibiotique du Primazol 400-80mg
pour les souches bactériennes et Lamidaz 250mg pour les souches fongiques avant d’utiliser

sur notre produit et pour ce la on prépare la solution a tester comme suit :

% Faire dissoudre un comprimé dans 5ml d’eau physiologique.
% Agiter pendant quelques secondes a I’aide d’un vortex.
« La méthode utilisée pour mesurer la sensibilit¢ des souches bactériennes aux

antibiotiques.
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= Préparation des milieux de culture :
Nous faisons fondre les deux milieux de culture Muller Hinton (pour les bactéries) et
Sabouraud (pour la levure et champigon) dans un bain-marie a 95°C, puis nous versons

aseptiquement dans les boites de pétri 18ml par boite. Nous laissons refroidir et solidifier sur
paillasse (Figure 16).

Faire fondre le milieu dans un bain
marie (90°C)

Désinfecter la surface
De travail sous la hotte avec I’alcool
et refroidir le milieu a 45°c

Couler le milieu en couche mince
18 ml au fond de boites de pétri

Laisser solidifier le milieu sous la
hotte

Figure 16 : Etape de préparation des milieux de culture (Original, 2016).
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+ Ensemencement des souches :

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne, I’essorer en le pressant
fermement (en tournant) sur la paroi interne du tube, afin de le décharger au maximum.
Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée pour les bactéries et gélose de
Sabouraud pour les levures, de haut en bas en stries serrées. Répéter I’opération deux fois, en
tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de pivoter I’écouvillon sur lui-méme.Finir

I’ensemencement en passant I’écouvillon sur la périphérie de la boite.

Figure 17 : Ensemencement des souches en strie serrées (Original, 2016)

4+ Dépot des disques :

A I’aide d’une pince stérile, déposer les disques de 9 mm imprégnes de 25ul de I’extrait
a tester, sur la surface gélosee.

£

L[

P

Disque de papier Restérilisation des Prelever les disques
Wathman stérile —— disques dans une ——  avecla su_bstance
de 9mm salle des UV testée a I’aide d’une
pendant 30min pince stérile.

Figure 18 : Dép6t des disques (Original, 2016).
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4+ Pré-incubation et Incubation :
Les boites sont laissées pendant 15 min a température ambiante (sur la paillasse) Puis
sont incubées dans une étuve pendant 18 h a 35°C pour les bactéries et pendant 48 h a 25°C

pour les levures.

7

i
—-—
=
=8

ww-bﬁuw
= ;t" ’
{

Figure 19 : Incubation des boites dans I’étuve (Original, 2016).

4+ Interprétation des résultats :
Mesurer les diamétres des zones d’inhibitions a I’aide d’un pied a coulisse, a I’extérieur
de la boite fermée.
L’échelle d’estimation de I’activité antimicrobienne utilisée est celle donnée par (Mutai et
al., 2009) :

e Trés fortement inhibitrice : D > 30 mm

e Fortement inhibitrice : 21 mm <D <29 mm
e Modérément inhibitrice : 16 mm <D <20 mm

e Légerement inhibitrice : I1Tmm<D<16 mm

e Non inhibitrice : D <10 mm
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Boite de pétri
Enzemencement de

gélose . Gélose MH

Dépot asceptique
d'um disque imbibé
d'extrait

Zone d'hinibition

Crotssance bactérienne

Figure 20 : Technique de diffusion des extraits sur gélose (Benjelali et al., 1986).

11.2.5.2. Test de sensibilité aux antibiotiques : antibiogramme :

Ce test a été réalisé pour étudier I’antibiogramme standard des germes utilisés et le
comparer avec I’effet de nos extraits bruts. Les disques d’antibiotiques sont déposés a la
surface d'un milieu gélosé, préalablement ensemence avec une culture pure de la souche a
étudier. La sensibilité des bactéries aux antibiotiques est appréciée selon le méme protocole
qu’avec les disques de papiers imprégnés d’extrait.
11.2.5.3. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) des extraits:

La CMI est la plus faible concentration d’antibiotique inhibant toute croissance visible
apres un temps d’incubation de 18 a 24 heures (Kablan et al., 2008). Pour déterminer la CMI

nous avons suivi le protocole de (Abdessameud et Hammadi, 2008), modifié :
+ Principe :

Le principe de cette méthode et de déterminer la plus petite concentration capable

d’inhiber la croissance du germe considere.
+ Mode opératoire :

Les méme étapes de la méthode de diffusion répétée mais la différence dans la série de
dilution d’extraits du gel et du suc a été réalisée allant de 50% a 25% avec des solvants

organiques (éthanol, DMSO).
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En milieu solide, différentes concentrations d’extraits sont incorporées dans une série de

boites qui contiennent un milieu nutritif solide. La suspension de germes a étudier est
ensemencée a la surface.

Solution de I’extrait a 100%

1ml de solution de 100% + 1ml de
solvant organique (dilution de 50%0)

1ml de solution a 50% + 1ml de DMSO
(dilution de 25%0)

Figure 21 : Schéma expérimental de préparation de différente dilution de I’extrait
(Original, 2016).
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Matiére séche

“

Broyage

S

Extraits

|

-Eauultrapure

-Ethanol

-Ether de pétrole

-Acétate d’etyle

I

Activité antimicrobienne

Activité antioxydante

A

-Ethanol

v

- dosage des Polyphénoles
- dosage des Flavonoides

Matiére frais

|

-gel frais

-suc frais

|

Tests phytochimiques

Figure 22 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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11.2.6. Analyse statistique :

Les résultats expérimentaux sont exprimes selon la moyenne des valeurs obtenues * I’écart
type (SD). Sur Excel.

L’analyse statistique de I’activité antimicrobienne des extraits de plantes, I’antibiotique, et
I’antifongique testés, vise a comparer leur efficacité in vitro sur la croissance et la survie des
souches ont été effectuées au moyen du logiciel SYSTAT vers.12, en déterminant la variance

a I’aide du GLM (General Linear Model), les différences ont été considérées comme

significatives pour une P <0,05.
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Chapitre 11 Résultats et Discussion

La réalisation des coupes anatomiques transversales de la feuille fraiche d’Aloe vera L.

sous la loupe binoculaire et le microscope photonique donne les résultats suivants :
I11.1. Etude botanique :
111.1.1. Examen macroscopique :

L’observation sous la loupe binoculaire, de la coupe histologique de la feuille d’Aloe
vera L. a montré I’existence des cellules périphériques qui sécretent le suc et un parenchyme

aquifere représentant la pulpe de I’Aloe vera L. (Figure 23) :

Epiderme

Parenchvme aquifére (pulpe)

Figure 23 : Observation sous la loupe binoculaire de la coupe histologique de la feuille
d’Aloe vera L. (Gr : X4)

111.1.2. Examen microscopique :

+ La feuille:

l';uticule strige
Epiderme

Parenchvme palissadique

Faisceau cribo-vaculaire

Parenchvme aquifeére

Figure 24 : Coupe transversale au niveau de la feuille d’Aloe vera L. Vue au microscope
photonique (Gr : 10X10) (Original, 2016).
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L’observation au microscope photonique (G : 10X10) des coupes histologiques transversales
réalisées au niveau des feuilles (Figure 24), révéle la présence de la périphérie vers le centre
des tissus suivants :

- Une cuticule striée épaisse entourant un épiderme formé d’une assise de cellules
épidermiques de petite taille. Elles sont liées étroitement les unes aux autres.

- Un parenchyme chlorophyllien palissadique formé par 5 assises de cellules. Ce dernier
enveloppe I’ensemble de la feuille et tapisse la face supérieure et inférieure, avec une absence
totale du parenchyme lacuneux sur la face inférieure de la feuille.

- Un péricycle formé de deux assises de cellules de petite taille étroitement liées. Ce dernier
entoure I’ensemble des faisceaux conducteurs (xyleme situé vers le centre et le phloéme vers
la périphérie).

- Un parenchyme de réserve aquifere a méats, formé de grandes cellules arrondies, occupant
la partie centrale et qui représente la majeure partie de la feuille.

Cuticule striée (Dakiche, 2011).

+ Laracine:

Suberoide
Parenchvme cortical
Parenchyme médullaire

Phloéme

0E/08 2018 01:38 PM

Figure 25 : Coupe transversale au niveau de la racine d’Aloe vera L. Vue au microscope
photonique (Gr : 10X10) (Original, 2016).
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Poil absorbants

Parenchvme cortical

Suberoide

Assise pilifere

Figure 26 : Coupe transversale au niveau de la racine d’Aloe vera L. Vue au microscope
photonique (Gr : X40) (Original, 2016).

L’observation au microscope photonique (G X40) des coupes transversales réalisees au
niveau de la racine d’Aloe vera L. (Figure 25, 26) révele la présence d’une structure
anatomique caractéristique aux monocotylédones, composée de I’extérieur vers I’intérieur de :
2 couches protectrices : Il s’agit de I’assise pilifere formée de petites cellules et de poils
absorbants, du suberoide formé de trois assises de cellules a parois subérifiee fortement liées
les unes aux autres. Le parenchyme cortical occupe la majeure partie de la racine. Il est formé
de grandes cellules arrondies présentant des méats entre elles. Par contre le pericycle est
formé de 2 assises de petites cellules péricycliques rectangulaires étroitement liées les unes
aux autres entourant I’ensemble et la moelle. La structure est similaire a celle de (Dakiche,
2011).
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111.1.3. Etude des paramétres morphologiques des feuilles :

Le (Tableau 6) regroupe les résultats obtenus concernant les parameétres

morphologiques des feuilles et leur rendement en gel et suc.

Les parametres morphologiques des feuilles d’Aloe vera L. Ont résumés dans le tableau

suivant :

Tableau 6 : Les parametres morphologiques des feuilles d’Aloe vera L.

Parameétre (cm) | Longueur Largeur Epaisseur
Les 3 feuilles 55,67+152 |8x0.6 2,33+ 0,57

111.2.Extraction et rendement :

Aprés séparation de la pulpe et extraction du gel a partir des feuilles d’Aloe vera L.Nous

avons obtenu les résultats présentés dans le tableau suivant :

Tableau 7 : Résultats de I’extraction du gel et du suc d’Aloe vera L.

Paramétre Poids (9) Pourcentages (%)
Feuille compléte 251,25 + 24,88

Gel broyé 134,66 + 10,11 54 +0,03

Suc 8,88 £0,38 3+ 0,005

Les résultats obtenus permettent de constater que, le poids des feuilles est de 251,25 +
24,88 g et celui du gel et du suc est 181,22+ 12,35 g 8,88 + 0,38g respectivement par
conséquent on peut estimer le poids de I’écorce a 61,15 + 11,01g. La longueur moyenne des
feuilles récoltées est égale a 55,67 + 1,52 cm. L’épaisseur des feuilles au centre est estimée a
2,33 £ 0,57cm. La largeur a la base égale a 8,06 + 0,32 cm, on remarque que les feuilles sont

plus larges a la base qu’au milieu.
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Le rendement du gel broyée extrait des feuilles est d’environ 134 g soit 54% du poids de
la feuille entiére, on obtient ainsi 100ml de gel environ.

Le poids des feuilles d’Aloe vera L. étudiées est supérieur a celui trouvé par (Zapata et
al., 2013) qui a travaillé sur les feuilles de la méme espéce en Espagne (région appelée
Alicante) en ayant un poids de 50,6 + 4,2 g. Ces différences peuvent étre expliquées par

I’effet de I’age des feuilles.

Le rendement en gel est un parametre trés important du point de vue industriel. Nos
résultats sont supérieurs a ceux de (O’Brien, 2005), qui a étudié les feuilles de la méme
espece située en Afrique de Sud (région appelée Willowmore) avec un rendement de 25,35%,
et a ceux de (Zapata et al., 2013) ou le rendement du gel est égal a 38,10 + 1,75%, cette

différence pourraient étre expliquée par la saison de la récolte.

Selon Zapata et al., (2013) le rendement en gel varie en fonction de la saison, il peut

atteindre sa valeur maximale (43,78 + 1,03%) en hiver, et minimale (32,27 + 1,34%) en été.
111.3. Screening phytochimique :

Les résultats obtenus suite aux tests phytochimiques sont résumés dans le (Tableau 9).
Ces derniers montrent que le gel et la seve de I’Aloe vera L. sont caractérisés par une présence
qualitatif des glucosides, de mucilages suivis des composés réducteurs les tanins et les
saponines, ces derniers sont connus pour leurs propriétés antifongiques, antibactériennes et
antivirales.
Par contre nous avons noté I’absence de I’amidon et flavonoides alcaloides dans le suc et

dans le gel.

Cette confirmation chimique concorde avec des résultats obtenus par (Abdessamed
et Hammad, 2008 ; Anton et Bernard, 2003), sur le méme gel et le suc de I’Aloe vera L.
présente une quantité importante de métabolites secondaires, tels que : les glucosides, les

tanins, et les saponosides.
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Tableau 8 : Résultats des tests phytochimiques :
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111.4. Dosage des polyphénols et des flavonoides :

L’etude quantitative de I’extrait au moyen des dosages spectrophotometriques, avaient pour

objectif la détermination de la teneur totale des polyphénols et des flavonoides.

Deux courbes d’étalonnage (Annexe I1) ont été tracées pour cet objectif, une réalisée
avec I’acide galliqgue a différente concentration I’autre avec Quercétine, des mesures de
densité pour chaque extrait se sont réalisées a 760 nm pour les polyphénols et a 510 nm pour

les flavonoides.

La quantité des polyphénols et flavonoides correspondante ont été rapportées en

équivalent mg de I’étalon utilisé et déterminé par les deux équations de type : y = ax + b.
4+ Teneur en polyphénolestotaux et en flavonoides :

La teneur en polyphénoles totaux est estimée a I’aide de la methode du Folin-Ciocalteu
en utilisant une courbe d’étalonnage a I’acide gallique (Annexe I1).

La (Figure 26) illustre les résultats obtenus concernant la teneur en polyphénoles totaux
dans le gel et le suc.

T
]
té- J0 4
= 0 48,74
E
g
@ 50
2 20 67
£ 40 - B teneur en poly
B 30
H
= 20 o
-
E 104
-]
E [}
=
E Suc Gel '

Figure 27 : Teneur en polyphénols dans I’extraits du gel et du suc de la plante Aloe vera
L.
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Selon I’analyse statistique, ces résultats sont significativement différents (P < 0,05).

Selon la (Figure 27) la concentration des totaux dans lesucest égale a 48,74 + 0,73 mg
Eq GA/gPS, cette valeur est supérieure a celle du gel ou la concentration en composes
phenoliques totaux était 29, +£ 0,19 mg Eq GA/g PS.

La valeur trouvée concernant la concentration des polyphénols totaux dans le gel est
largement inférieure a celles trouvées par (Zapata et al., 2013), ce dernier a trouvé que la
concentration des composés phénoliques totaux dans le gel d’Aloe vera L. varie entre 80 et
120 mg Eq AG/g PS.

Cette différence pourrait étre due aux conditions climatiques, au stade phénologique et
temps de la récolte et aux cultures, mais aussi a la méthode de dosage elle-méme et au solvant
d’extraction.

En effet, les conditions d’extraction en terme de température et le nombre d’étapes
d’extraction ainsi que I’état et I’origine de I’échantillon en terme de provenance

géographique, ne peuvent pas étre exclus (Li et al., 2009 ; Suhaj, 2006).

Selon Zapata et al., (2013)., la teneur en polyphénols totaux est influencée par les
saisons de I’année, ou ces composés prennent leurs valeurs maximales en été, et minimales au
printemps, la température élevée induit I’accumulation des produits phénoliques comme

réponse de stress de la plante.

5

A 12,07

= ~ 9,49
&0 2 -,

E P

=| w0 -

£l 8

s - i teneur en flavonoides
E G

5 4 -

e -

S 2 7

i

E 0

et Suc Gel

Figure 28 : Teneur en flavonoides dans I’extrait du gel et du suc de la plante Aloe vera L.
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L’analyse statistique révéle une différence significative entre la teneur en flavonoides de
la feuille et du gel (P < 0,05).

D’apres la (Figure 28), la concentration en flavonoides dans le suc est égale a 12,07 +
0,013mg Eq Qc /g PS, alors qu’ils ne constituent que 9,49 + 0,01mg Eq Qc /g PS dans le gel.

On constate que la concentration des flavonoides dans le suc est supérieure a celle du gel.

La valeur obtenue concernant la concentration des flavonoides dans le suc est supérieur
a celles trouvées dans le gel. Ces résultats similaires de (Cardoso et al., 2010) en étudiant les
feuilles d’Aloe vera L., il a trouvé que la concentration des flavonoides dans celles-ci varie
entre 18 + 22 mg Eq Qc/g PS et 14 £ 3 mg Eq Qc/g PS.

Cette différence est peut étre due au temps et aux saisons de la récolte, aux conditions

climatiques, et condition d’extraction et du dosage lui-méme.

Selon Rawel et al., (2005) les méthodes de conservation et d’exposition a la lumiere des
plantes peuvent affecter la teneur en flavonoides. En effet, ceux-ci sont sensibles a

I’oxydation, ce qui pourrait expliquer ces différences.

Cardoso et al., (2010) a trouvé que la concentration des flavonoides dans les feuilles
d’Aloe vera L. Est variable en fonction de saisons et des solvants utilisés, les flavonoides
prennent leur concentration maximale en automne, alors que la concentration minimale a été
marquée en été. Il a constaté aussi que les concentrations des flavonoides obtenues a partir des
extraits chloroformiques sont supérieures a celles obtenues en utilisant I’éthanol comme

solvant d’extraction.
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I11.5. Etudes des activités biologiques :
111.5.1.Résultats de I’activité antioxydante :

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH
en fonction des concentrations des extraits (Figure, 29).Les pourcentages de I’inhibition des
trois extraits préparés de la plante Aloe vera L. comparés a celui de I’acide ascorbique sont

représentés sous forme de courbe.

Activité antioxydant des extraits
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Figure 29 : Pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration des extraits de la

plante Aloe vera L.et de I’Acide ascorbique (la moyenne + SD).

Le pourcentage d’inhibition augmente graduellement ou progressivement jusqu'a arriver
a un plateau qui correspond a I’enrayement presque total du DPPH présent dans le milieu.

Il semble que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec I’augmentation
de la concentration soit pour I’acide ascorbique ou pour les trois extraits utilisés de la plante
Aloe vera L.

On remarque que le pourcentage d’inhibition du radical libre pour I’extrait du gel est
inférieur a celui de I’extrait de la feuille et du suc et du gel pour toutes les concentrations
utilisées et le pourcentage d’inhibition du radical libre pour les trois extraits est inférieur a

celui de I’acide ascorbique pour toutes les concentrations utilisées.
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A partir des courbes des taux d’inhibition, nous avons pu déduire graphiquement par les
régressions linéaires des graphes tracés au-dessus les valeurs de 1C50 du I’acide ascorbique et

des extraits ; représentées dans I’histogramme suivant :

= ICS0 pgiml

Figure 30 : La valeur IC50 de I’acide ascorbique et des extraits de la plante Aloe vera L.

D’apres I’histogramme illustré dans la (Figure 30), nous remarquons les valeurs des
IC50 des trois extraits gel, suc et feuille entiére s’échelonnent entre 16 pg/ml, 11,5 pg/ml ,10
pg/ml respectivement. Un pouvoir antioxydant remarquable est noté pour I’extrait de feuille
se traduisant par un IC50 assez bas, comparable a celui du composé standard I’acide
ascorbique. Il a montré un pouvoir antioxydant tres puissante avec IC50 de I’ordre de 8ug/ml.

Parmi les trois extraits d’Aloe vera L., I’extrait de feuille et du suc les plus actifs par
contre I’extrait du gel montre une trés faible activité anti-oxydante en comparé avec I’acide
ascorbique.

Globalement, les résultats obtenus par piégeage du radical libre DPPH dans le présent
travail révelent que les extraits de feuille et du suc sont plus actifs que les extraits du gel et,
cela est probablement lié a la complexité des extraits éthanoliques en substances des

polyphynols et les flavonoides (Vermerris, 2006).

Selon Hu et al., (2003) I'age d'Aloés vera L. a un impact sur les propriétés antioxydants,

en tant qu'extrait d'Aloes vera. Que trois années ont démontré une activité antioxydante plus
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élevée que cela de deux et celui de quatre ans. Plus la valeurd’IC50 est basse, plus l'activité
antioxydant d'un composé est élevé (Pokorny et al., 2012).

Motalleb et al., (2005) ont utilisé la technique : le test DPPH pour déterminer le pouvoir
antioxydant des extraits, éthanoliques et méthanoliques 80 % du gel et de la feuille. L’extrait
éthénolique a montré la meilleure activité dans le piégeage des radicaux libres avec 82.52 %
et 74,40% un IC50 (concentrations effectives pour obtenir 50% de réduction des radicaux
libres) de 0.64 pg/ml, et 0,97ug/ml.

Vidic et al., (2014) ; Mai et al., (2009) ont étudié I’activité antioxydante de I’extrait
éthanolique 96 % du suc et du gel et de la feuilles entier. Les extraits des feuilles ont montré

la meilleure activité antioxydante avec un IC50 de 65.09 pg/ml.

Nos résultats sont supérieurs a ceux rapportés par (Lee et al., 2012) dont I’extrait de la
feuille a un pourcentage d’inhibition de 35 + 2,02 %, avec un pourcentage de 12,3 + 0,12 %
pour le gel. Cette différence est probablement due a la différence du solvant, la méthode
d’extraction et de dosage.

111.5.2. L’activité antimicrobienne :

111.5.2.1 Résultats de I’activité antimicrobienne testée par la méthode de diffusion des

disques.

Les résultats du test de sensibilité microbienne aux différents extraits de la feuille
d’aloe vera L. sont regroupés dans la (Figure 31, 32, 33).

Le recours au modele général linéaire (G.L.M.) a été sollicité dans le but d’étudier la
croissance des zones d’inhibition sous I’effet strict des trois facteurs a savoir : I’extrait
végétal, type (gel et suc), les souches bactériennes (Figure 31).Les résultats de I’analyse de la
variance stipulent que les extraits végétaux préparés montrent une différence hautement
significative (P=0.000).

La figure ci-dessous reporte les valeurs en mm des zones d’inhibitions atteintes avec les

différentes souches étudiées.
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Figure 31 : Inhibition de la croissance des souches étudiées en modele GLM par les

différentes extraits de I’Aloe vera L. selon, les souches bactériennes étudiées et le type.

En effet, les extraits a montré un important effet inhibiteur contre les différent type des
souche étudiés. Les plus sensibles a ces extraits étaient Staphylococcus aureus19+1,54 mm.
Ceci est en accord avec les investigations de plusieurs auteurs qui ont montré que I’extrait
éthenolique de feuille d’Aloe vera L. inhibe le développement de Staphylococcus aureus
gu’elle a un pouvoir antimicrobien (Gurgel et al., 2009 ; Kurita et al., 1982 ; Bouchikhi,
1994 ; Tantaoui-Elarki et al., 1994 ; Faid et al., 1996 ; Chang et al., 2007 ; Karaman et
al., 2005 ; Baydat et al., 2004 ; Pibiri, 2005 ; Satrani et Goto, 2006). En effet, l'action
antimicrobienne extrait d Aloe vera L. s'explique par sa richesse en phénols et en flavonoide
(Leeetal., 1985 ; Tantaoui-Elarki et al., 1994 ; Inouye et al., 2001 ; Pibiri, 2005 ).

En outre les résultats montrent clairement I’effet antimicrobien contre toutes les souches
testées sauf Aspergillus brasiliensis Avec une absence du diametre d’inhibition. Ces résultats
ne concorde pas avec I’étude de (Suschke et al., 2006) qu’est enregistré une résistance de
I’Aspergillus brasiliensis a I’extrait brut de la feuille d’aloe vera et une zone d’inhibition
16,62 mm obtenue par I’extrait éthanolique. (Alzoreky et Nakahara, 2006) dans leur étude
antibactérienne de cette especes de plantes médicinales, ont trouvé que la souche bactérienne
la plus sensible est Staphylococcus aureusaux extraits de feuille d’aloes.

L efficacité optimale d’un extrait peut ne pas étre due a un constituant actif principal,
mais a I’action combinée (synergie) de différents composés a I’origine de cet extrait (Essawi

et Srour, 2000). Pour cela, la comparaison cas par cas de I’activité antimicrobienne de
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plusieurs extraits, en se basant sur le dosage d’un seul constituant actif (flavonoides dans
notre cas), nous semble inutile.

En modele GLM, il apparait clairement que les extrait du suc donne une variabilité
significative a été enregistré dans le suc frais et I’extrait éthanolique de méme I’extrait du gel

de I’ethanole réagie positivement et donne des zones d’inhibition remarquable (Figure 32).

En peu dire que les extrait préparé a partir du suc donne une différence tres significative

en termes d’efficacité par apport a I’extrait du gel.
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Figure 32 : Inhibition de la croissance des souches En mode GLM selon les deux extraits

gel et suc d’Aloe vera L.

L’analyse statistique montre également que les deux extraits végétaux, donne des
diameétres d’inhibition les plus importants et leurs valeurs se démarquent significativement de
celles des autres extraits et fractions étudiés. En effet, EOH produit les plus grands diamétres
d’inhibition (p < 0,001).

Les souches montrent une sensibilité vis-a-vis de I’extrait du gel et du suc et méme pour
I’extrait éthanolique supérieur a celle de I’extrait d’acetate d’ethyle et I’ether de pitrole. En
revanche il y a absence totale de zones d'inhibition dans I’extrait aqueux, Celle-ci se traduit
par I’apparition des zones d’inhibition importantes qui entourent les disques imprégnés par
I’extrait éthanolique et suc frais (22 + 0,24 mm) que du gel (16 +1,63 mm). L’éthanol ne
montre aucune activité antibactérienne en raison de I’absence compléte d’une zone

d’inhibition autour des disques témoins.

Nos résultats concordent avec ceux de Pandey et Mishra (2010), qui mentionnent
I’effet antimicrobien de I’extrait éthanolique d’Aloe vera L. sur les souches Gram * et Gram -
Aussi sont en accord avec ceux de (Moody et al., 2004). La teneur en polyphénols et leurs
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modalités de pénétration dans la bactérie sont les paramétres qui déterminent le taux
d’inhibition (Habeeb et al., 2007).

En ce qui concerne I’effet antifongique, nos résultats sont en accord avec ceux obtenus
par (Bernardes et al., 2012) qui notent que le gel extrait de I’espece Aloe vera L. posséde un

effet inhibiteur sur la croissance de candida albicans.

Les études ont montré une action antibactérienne importante vis-a-vis des bactéries a
Gram + et Gram- testé, ce qui montre que ces extraits renferment des métabolismes
secondaires bioactifs capable de franchir la paroi de ces bactéries comme le feraient d’ailleurs

certain antibiotique (Beezanger et al., 1980 ; Bezanger et al., 1986).
111.5.2.2. Sensibilité aux antibiotiques et antifongiques :

L’antibiogramme consiste a rechercher la sensibilité des souches vis-a-vis des antibiotiques et
antifongiques. (Figure 33) représente I’Inhibition de la croissance bactérienne et fongique

traités par I’antibiotique et I’antifongique Lamidaz et Primazol en mode GLM .
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Figure 33 : Inhibition de la croissance de souches traitées par I’antibiotique et

I’antifongique en mode GLM.
On observe que les différentes souches de bactéries étudiées réagissent differemment
aux antibiotiques testés, méme les souches fongiques sont sensibles.

Ces souches leur permettent d’acquérir la résistance aux antibiotiques. Parmi les

souches étudiées les Pseudomonas aeruginosase révelent multi résistantes.
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Chapitre 11 Résultats et Discussion

L’antibiotique et I’antifongique de référence, donne des diamétres d’inhibition tres
élevés. Ces diameétres sont tres différents et largement supérieurs a ceux de tous les extraits et
fractions étudiés (p < 0,001).

111.5.2.3. L’effet de I’extrait et de antibiotique et antifongique sur la croissance des

souches :

Tous les extraits ont réagi positivement au moins sur une des souches microbiennes
testées. On remarque aussi que la plante Aloe vera L. est douée de propriétés
antimicrobiennes tres appréciés et cela justifie son utilisation dans le traitement traditionnel
comme un remede antibactérien. En plus, la plante Aloe vera L. montre aussi une certaine
activité inhibitrice de la croissance microbienne mais moins intéressante que les antibiotiques
et l'antifongique testés sur les cing (5) extraits. Selon la nature des extraits les souches
étudiées réagie positivement sauf I’extrait agueux ne me donne aucune zone d’inhibition,
(Figure 34, 35).

Figure 34 : L’effet de I’ Antibiotique et I’antifongique sur les souches testé.
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Chapitre 11 Résultats et Discussion

Figure 35 : Effet inhibiteur des extraits sur les souches testé.

Remarque : Les disques témoins de papier Wattman contenant seulement les solvants
organiques n’ont prouvé aucune zone d’inhibition, donc les solvants n’ont pas d’effets sur les

résultats de I’activité antimicrobienne.

111.5.2.4.Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) :

La (Figure 36) montre clairement la diminution du diametre des zones d’inhibition

correspondant a une diminution de la concentration de I’extrait appliquée
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Chapitre 11 Résultats et Discussion

On remarque qu'il n y a pas de différence entre les deux extraits dilués a 50 % et 25%,
par contre ils donnent des zones d’inhibition convergents entre eux lorsque la solution est
diluée. Par ailleurs nous constatons que I’extrait dilué du suc et du gel présente une activité

modéré en comparé avec I’extrait brut.
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Figure 36 : Inhibition de la croissance dessouches étudiees traité en mode GLM par les
extraits diluée a 50%.

La CMI a été déterminée pour les différentes souches microbiennes (Figure, 36) la
souche de Candida albicans et Aspergillus brasiliensisne montre aucune sensibilité pour tous
les extraits, La souche Bacillus subtilis a été la plus sensible aux extraits de la plante avec une
CMI de £16,33 mm pour I’extrait éthanolique du suc et de £15,66mmpour le gel et le suc a

I’état frais.

D’apres le test GLM montré dans la figure on dit que I’extrait dilué du gel donne des
zones d’inhibition légers en comparant avec I’extrait du suc qui enregistre une sensibilité chez
les souches testées, on peut dire que I’extrait du suc est plus efficace et plus riche en principes
actifs.
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Chapitre 11 Résultats et Discussion

Figure 37 : Effet inhibiteur de I’extrait dilué sur les souches étudiées.

Les (Figures 37) montrent clairement la diminution du diamétre des zones d’inhibition
correspondant & la concentration de I’extrait appliqué a 50% et & 25% ne montre aucune
activité microbienne en raison de I’absence compléete d’une zone d’inhibition autour des
disques témoins. On observe aussi de larges écarts dans les diametres des zones d’inhibitions
obtenues.

L’activité antimicrobienne des extraits de plantes est due aux différents agents
chimiques présents dans ces extraits.

Nos extraits contiennent une quantité de flavonoide plus ou moins importante, donc on
peut dire que I’activité antimicrobienne de ces extraits est due, au moins partiellement, a la
présence de ce type de composés chimiques actifs dans leur composition, surtout pour les

extraits polaires EOH.
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Chapitre 11 Résultats et Discussion

Les différences trouvées peuvent étre attribuées également a plusieurs facteurs tels que
les facteurs inhérents (variétés, conditions ambiantes, facteurs écologiques, variations
saisonniéres), les méthodes d'extraction (Moreira et al., 2005 ; Sagdic et Ozcan, 2003 ;
Celiktas et al., 2007 :Turkmen et al., 2007), préparation de I’extrait, solvant utilisé, la
sensibilité des bactéries (Loziene et al., 2007), la charge du disque qui influe sur I’activité
antimicrobienne, (Rasooli et al., 2008) la méthode utilisée pour I’évaluations de I’activité

antibactériennes influe aussi les résultats (Natarajan et al.,2005) et (Fazeli et al., 2007),

L’absence des zones d’inhibition au niveau des souches testées explique que le principe
actif du gel et du suc d’Aloe vera L. n’a pas été libéré et que I’utilisation de I’eau ultra pure
seule dans notre poudre n’assure pas la solubilité de cette derniére, car d’apres la littérature le
principe actif responsable de I’effet antimicrobien, n’est soluble que dans des solvants
organiques (Bruneton, 1993).
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Annexe

Liste de la verrerie :

Liste consommeé :

Liste des réactifs :

Ballons
Béchers ( 50,
100,200) ml
Entonnoirs
Eprouvette
Erlenmeyer
100,200ml
Fiole jaugé
(20,50,100) ml
Pipettes graduées
Pissette

Poire a pipette

Tube a essai + Portoir

Boite De Pétri
Couteaux
Cuillére

papier Wathman 9mm
Ecouvillons Stériles
lame
Micropipette
Muller Hinton,
sabouraud
papier filtre
Pinces
Pipettes Pasteurs
Scalpels
Tamis
Tube sec
Filtrat

Acétate d’éthyle

Acétate de plomb

Acide acetique

Acide ascorbique

Acide chlorhydrique (Hcl)
Acide gallique

Acide sulfurique H2SO4
Carbonates de sodium
Chlorure de fer FeCl3
Diméthylsulfoxide DMSO
DPPH

Eau distillée

Eau ultra pure

Ethanol

Ether de pétrole
Folin-ciocalteu

Hydroxyde de sodium (NaOH)
lode

L’eau de Javel

magnésium Mg

Méthanol

Nitrite de sodium (NaNO2)
Quercétine

Réactif de Fehling

Rouge Congo / Vert de méthyle
solution amoniacal NH4sOH

Trichlorure d’aluminium

(AICI3).




Annexe

Liste des appareillages :

Préparation des solutions

e Agitateurs

e Bain Marie

e Balance analytique

e Balance de précision

e Bec benzéne

e Centrifugeuse

e Chauffe ballon

o FEtuve

e Evaporateur rotatif

e Hotte d’aspiration

e Incubateur microbiologique
e Loupe

e Micropipette

e Microscope photonique

e Moulinex mixeur

e Spectrophotométrie d’adsorption
e ultra-violet

e \ortex

Fe CI3 :1g de Fecl3 dans 100ml d’eau

distillée .

e Solution de chlorure d’aluminium
Alcl3 :dissoudre 2g de Alcl3 dans100ml

de méthanol.

e Solution Acide ascorbique :5 mg d’acide

ascorbique dans 50 I’éthanol.

e Solution d’acide galique :2.5mg AG
(pesée a I’aide d’une balance de
précision ) est dissoute dans d’eau

distillée .

e NaoH : 4g de Hydroxyde de sodium

dans 25 ml 1’éthanol
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Courbe d’étalonnage
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Figure 43 : Courbe d’étalonnage des polyphénoles (moyenne + SD).
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Figure 44 : Droite d’étalonnage des flavonoides (moyenne + SD)



Annexe |1

Courbe d’étalonnage

=
B =
L L

y=0,010x + 0,163
R:=0,980_~"®

=
-\.D L -\.D
W n s

0,25

Absorbance a 760 nm

0,15
0 5 10 15 20 25

Concentration pg/ml

Figure 38 : Courbe d’étalonnage des polyphénols (moyenne + SD).
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Figure 39 : Droite d’étalonnage des flavonoides (moyenne £ SD).



Conclusion et perspective

Le but de ce travail est de valoriser I’une des plantes meéconnues en Algérie Aloe vera L., et
d’exploiter ses vertus thérapeutiques. A I’issue de la présente recherche qui représente une étude
phytochimique et biologique de la plante Aloe vera L. De la région nous somme arrivés a des résultats

qui nous ont permis la caractérisation de cette plante.

Les résultats obtenus lors de la réalisation de cette étude nous a permis de formuler les points

suivants :

¢

Nous avons tout d’abord récupérer le gel d’Aloe vera L. avec un rendement de 73% et

de suc 3%.

o
25

% Le screening phytochimique, a permis de révéler la présence des flavonoides, des
tannins, des saponosides, des mucilages et des anthraquinones et absence des
alcaloides, flavonoides dans le suc et le gel frais d’Aloe vera L.

e

AS

Les extraits naturels issus des plantes contiennent des principes actives tel que les
flavonoides et les polyphénoles et des auxquelles on attribue un pouvoir inhibiteur des

microorganismes et des capacités antioxydantes.

X/
o

Le dosage spectrophotométriques nous a permis de quantifier les teneurs en
polyphénols totaux, qui sont de 48,74 + 0,73 mg Eq AG/g du PS pour I’extrait du suc et
de 29, + 0,19 mg Eq AG/g PS pour I’extrait du gel. Aussi de quantifier la teneur en
flavonoides dans les extraits du suc et du gel qui est 12,07 + 0,013 mg Eq Qc/g PS et
9,49 + 0,01 mg Eq Qc/g PS.

% L’activité antioxydante a montrée un pouvoir du radical libre important avec une 1C50

de 11. pg/ml pour la feuille, 10pg/ml pour le suc et 16 pg/ml pour gel.

% L’activité antimicrobienne montre que ces extraits présentent un pouvoir inhibiteur de

la croissance des germes et que cette activité est antifongique.

A la lumiere des résultats obtenus dans notre étude, qui reste préliminaire il y a eu lieu de

souligner les principales perspective suivantes :
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Conclusion et perspective

¢+ 1l serait souhaitable d’approfondir cette étude par d’autres recherches, en exploitant d’autres

parties de cette plante (racines, fleurs), et surtout Extraction des huiles de la feuille d’aloé

% L’étude des activités inflammatoires, antidiabétiques, anti-tumorales analgésique et toxiques

des extraits d’Aloe vera L.

%+ Des Comparaisons en étudiant la méme espece provenant des régions différentes pour

confirmer nos résultats.
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Abstract

This work aims to establish the phytochemical screening and evaluating biological
activities of various extracts from frost and juice of the leaves of Aloe veralL.

The phytochemical screening revealed the presence of tannins, saponins, sugars, mucilage,
glycosides, anthraquinone, with the absence of flavonoids, alkaloids, starch in the gel and
juice of Aloe veralL.

The extract was subjected to an evaluation of antioxidant activity by 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) method compared with ascorbic acid. He showed a mean free radical
scavenging power for the three extracted from the gel, juice and grafted sheet: 16ug/ml,
11,5pg/ml, 10ug/ml, compared with ascorbic acid 8ug/ml.

The antimicrobial activity of various extracts used against six bacterial Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Candida albicans,
Aspergillusbrasiliensisstrains by disc diffusion’s method.

Overall, the results show that extracts prepared gives a moderate antimicrobial power.

Key words: Aloe veraL., phytochemical screening, extract, antioxidant activity,
antimicrobial activity.
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Introduction

Dés I’antiquité, I’Homme n’a jamais cessé d’essayer et de rechercher des meilleures
solutions pour ses problémes, parmi ces derniers ; trouver ses sources de nourritures et le
traitement de ses maux et maladies. 1l a commencé d’utiliser les végétaux comme seules
sources de nourriture depuis la nuit des temps, cette utilisation a été élargie vers la guérison
des maladies et les plantes utilisées dans tels domaines sont appelées plantes médicinales
(Donadieu, 2006 ; Schweizer, 2006).

Aujourd'hui, I'efficacité prouvée et les bienfaits des plantes medicinale pour la santé de
I"'Homme est incontestable. Sachant qu’une plante peut contenir plusieurs milliers de
molécules et métabolites différents, on peut se rendre compte de la richesse naturelle du regne
végetal. La valorisation scientifique de la médecine traditionnelle s’investit de plus en plus
dans la recherche de nouveaux métabolites et principes actifs pour la mise au point de
nouveaux médicaments a base de plante (Dakiche, 2011).

Les plantes médicinale et les produits biologiques constituent un véritable trésor de
santé, de dynamique et de beauté, pour I’organisme de I’étre humain.ces produit naturels sont
trés demandés dans le monde, il est alors nécessaire de multiplier les efforts pour faire évoluer
ce domaine par application des résultats des recherches scientifiques (Messaoudi, 2008).
Cependant, I’évaluation des propriétés phyto-thérapeutiques comme antioxydante et
antimicrobienne, demeure une tache trés intéressante et utile. Ces plantes représentent une
nouvelle source de composés actifs (Bahorun, 1997).

Parmi ces plantes médicinale, I’Aloe vera L. plant aux mille vertus, plante de
I’immortalité de santé et de beauté (Schweizer, 2009).C’est une espéce trés répondue dans le
monde et en Algérie et tres utilisé traditionnellement (Mahmoudi, 2003).

L’Aloe vera L. posséderait donc des vertus et des propriétés méedicinales
exceptionnelles, a tel point qu’elle est devenue aujourd’hui une stratégie marketing. Mais,
existe-t-il chez cette plante des substances présentant ces propriétés ? On a donc, dans cette
étude rassemblé les données scientifiques actuelles afin de confirmer ou infirmer les
nombreuses vertus thérapeutiques qu’on lui attribue.

L’objectif de notre travail est mise en évidence des différents groupes chimiques présents
dans la feuile de la plante d’Aloe vera L. et vérifier I’activité antioxydante et antimicrobienne
des extraits de ces dernier.
Pour cela nous avons fixé les étapes suivantes :
> La premiére partie est une étude bibliographique comporte : Une description de la
plantes étudiées, sa classification, sa culture et sa composition chimique.

» La deuxiéme partie est expérimentale consacrée a la présentation des travaux
personnels, comporte: I’extraction du gel et suc de la plante Aloe vera L.et la mise en
évidence des différents groupes chimiques présents dans cette plante ; Détermination
d’activité antioxydant par la méthode de DPPH; Détermination d’activité
antibactérienne.

> Une troisieme partie, résultats et discussion et enfin une conclusion avec perspective.
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Figure 38  Courbe d’étalonnage des polyphénols (moyenne + SD) annexell

Figure 39  Droite d’étalonnage des flavonoides (moyenne + SD) annexell
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Résumé

Le présent travail, a pour objectif d’établir le criblage phytochimique et d’évaluer deux
activités biologiques, activité antioxydante et antimicrobienne de différents extraits du gel et
du suc de la feuille d’Aloe vera L. L’extraction ce fait par des solvants organiques.

Le screening phytochimique, a révélé la présence des tanins, saponosides, sucres,
mucilages, glycosides, anthraquinones, avec I’absence des flavonoides, alcaloides, amidon
dans le gel et suc d’Aloe vera L.

L’extrait a été soumis a une évaluation d’activités antioxydant par méthode de 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyle (DPPH) comparé avec I’acide ascorbique. Il a montré un moyenne
pouvoir de piégeage de radical libre, pour les trois extraites du gel, suc et feuille
entée :16pg/ml, 11,5pg/ml, 10pug/ml comparé avec 1’acide ascorbique qui donne 8pg/ml.
L’activité antimicrobienne de différents extraits utilisés contre les six souches
bactériennes Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Candida albicans, Aspergillus brasiliensis par la méthode de diffusion de disque.

Les résultats montrent globalement que les extraits préparé donne une pouvoir antimicrobienne
modéré, les plus importante Staphylococcus aureus19+ mm, Aspergillus brasiliensisl16,62
mm.

Mots clés : Aloe vera L., métabolites secondaires, extrait, pouvoir antioxydante, pouvoir
antimicrobienne.
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