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Résume

Ce travail s’inscrit dans le cadre de I’étude du patrimoine botanique national
surtout les plantes médicinales dont une grande partie reste encore vierge et
nécessite des études approfondies ; alors notre objectif sera alentour 1’étude
phytochimique et les activité biologique (antibactérienne et antifongique) des
deux plantes Hibiscus Sabdariffa L et Atriplex Halimus L.

Le screening chimique a mis en evidence la présence des flavonoide,
alcaloide ; tannins, triterpéne, stérol ... etc. dans les deux plantes étudiees.

L’activité antibactérienne a été¢ déterminée sur plusieurs souche bactérienne
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) gram- et (Bacillus subtilis et
staphylococus aureus) gram+.

Les résultats obtenus montrent que les souches testées possedent une
sensibilité variable pour les deux extraits par contre ces résultats restent tres
faible par rapport aux antibiotique utilisées (Amoxicilline, ceftazidine,
oxacilline, gentamicine).

L’activité antifongique a été déterminée sur deux levures : saccharomyces
cerevisiae et candida albicans.

Les résultats montrent que 1’extrait de I’espéce hibiscus sabdariffa L a une
sensibilité active contre la souche fongique candida albicans et non sensible
contre saccharomyces.

Mots clés : composées phénolique, Hibiscus Sabdariffa L, Atriplex

Halilmus L Pouvoir antibactérienne, pouvoir antifongique.



Abstract

This work is part of the study of the national botanical heritage, especially
medicinal plants, a large part of which is still virgin and requires in-depth
studies; then our objective will be around the phytochemical study and the
biological activity (antibacterial and antifungal) of the two plants hibiscus
sabdariffa L and Atriplex Halimus L .

The chemical screening has highlighted the presence of flavonoid, alkaloid,
tannins, triterpene, sterol ... etc. in the two plants studied.

The antibacterial activity was determined on several bacterial strains.
(Escherichia coli, Pseudomonas sp) gram- and (Bacillus subtilus and
staphylococcus sp) gram+.

The results obtained show that the tested strains have a variable sensitivity for
the two extracts, but these results remain very low compared to the antibiotics
used (Amoxicillin, ceftazidine, oxacillin, gentamicin).

The antifungal activity was determined on two yeasts: saccharomyces and
candida albicans.

The results show that the extract of the species hibiscus sabdariffa L has an
active sensitivity against the fungal strain candida albicans and not sensitive
against saccharomyces.

Key words: phenolic compounds, hibiscus sabdariffa L, Atriplex Halilmus L
antibacterial power, antifungal power.
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Introduction

Introduction générale :

Les plantes médicinales sont utilisées depuis lI'antiquité, pour soulager et guérir les
maladies humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de
centaines, voire des milliers de composés naturels bioactifs appelés : les métabolites
secondaires. Ces derniers sont par la suite accumulés dans differents organes et parfois dans
des cellules spécialisées de la plante, malgré le progres de la pharmacologie, 1’usage
thérapeutique des plantes médicinales est trés présent dans certains pays du monde et surtout
les pays en voie de développement, en 1’absence d’un systéme médical moderne (Tabuti et
al., 2003).

Actuellement, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques ont
conduit les chercheurs a puiser dans le monde végétal et particulierement les plantes
médicinales et culinaires en quéte de molécules naturelles efficaces et dénuées de tout effet
adverse. De nombreuses études ont mis en évidence la présence de métabolites secondaires
doués d'activités biologiques telles que les polyphénols, alcaloides, terpénes ...ctc. La flore
algérienne, avec ses différentes especes appartenant a plusieurs familles botaniques, reste
trés peu explorée tant sur le plan phytochimique que sur le plan pharmacologique (Merzoug,
2009).

Le présent travail a pour objectif de criblage des métabolites secondaires, avec la
détermination de la concentration de certains groupes, comme il vise a tester les activités
biologiques des différents extraits organiques surtout 1’activité antifongique et D’activité
antibacterienne. Dans ce contexte et notamment dans le cadre du programme de recherche
sur les plantes médicinales, nous nous sommes intéressées a 1’étude de deux especes
médicinales, appartenant au genre Hibiscus et Atripex.

Ce manuscrit est divisé en trois parties :

+ La premiere partie est consacrée a une étude bibliographique. Nous avons entamé

cette partie par une enquéte ethnobotanique, en vue d'évaluer l'intérét et I'usage de ces

plantes chez la population sur les aspects botaniques et phytochimiques de deux plantes.

Des généralités, sur les activités antibactériennes et antifongiques, ainsi que sur les

alcaloides et les composés phénoliques et notamment les flavonoides, tannins, quinone,

anthraquinone...etc.
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Elle contient trois chapitres :
+ Chapitre 1 : Etude botanique.

+ Chapitre 2 : Métabolites secondaires.

+ Chapitre 3 : Activités biologiques.

+ La deuxiéme partie : étude expérimental illustre le matériel et les méthodes utilisés
dans les différentes étapes de notre travail : Des tests phytochimiques préliminaires sont
ensuite effectués sur les parties aérienne et souterraine des deux plantes, justifiant notre
choix porté sur les alcaloides et les composés phénoliques de ces plantes, en vue de leurs
extractions et de leurs analyses. Et enfin I’application des extraits des extraits de Hibiscus
Sabdariffa et I'extrait d’Atriplex halimus sont testés pour leurs activités antibactériennes

et antifongiques.

- Elle contient deux chapitres :
+ Chapitre 1 : Matériel et méthode.

+ Chapitre 2 : Résultats et discutions.

+ Enfin, notre manuscrit est ponctué d’une conclusion générale et de perspectives
envisageables.
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CHAPITRE 1 ETUDE BOTANIQUE

Chapitre 1 : I’étude botanique

| La plante Hibiscus Sabdariffa L

.1 Lafamille des malvacées :

Plus de 1000 espéces dans le monde répartis dans plus de 80 genres : dans la région, on
compte une douzaine d'espaces appartement a 5 genres : famille présente dans les régions
chaudes et tempérés : le non de la famille dérive du genre Malva qui désigne les mauves : ce
non provient du grec “malacos” qui signifie “Mvu” en référence aux propriétés des mauves

(émolliente) (morine al, 2009).

. Présent
O Absent

Figure 1: Répartition géographique de la famille des malvacées

1.1.1 Description botanique :
Caractéristiques générale permettant de reconnaitre une plante appartement a cette famille :

+ La fleur : entomophiles, sont solitaires ou groupées en inflorescences variables

axillaires ou terminals, cymes colymbiformes ou paniculformes, fascicules

Elles sont pentaméres et actinomorphes, trés exceptionnellement zygomorphes, elles sont
axillées par des bractéoles involucrales, en nombre supérieur a 3 faisant office de calicule.

+ Le calice : a une préfloraison valvaire, et possede 5 spérales libres ou connés

+ La corolle : une préfloraison conlorté a inbriqué, et de compose de 5 pétales libres ou
fréquemment Légérement soudeés a la base, on assiste la & un été but de gamopetale.

+ L'androcée : est trés particuliére, il est monadelphe.

20



CHAPITRE 1 ETUDE BOTANIQUE

Les etamines s'unissent par leur filet pour former un tube qui porte au sommet des
anthéres réduites a une loge, le pollen est épineux

Les étamines ne sont pas encore toute groupées au sommet, comme chez le genre Malva,
mais répartie tout le long du tube staminal.

+ Les carpelles : fermés sont soudée en un ovaire a placentation axile.

+ Les fruits : des espaces tropicales et primitives qui ont conservés un ovaire a 5 carpelle
individualisés, sont des capsules dehiscentes a 5 fentes, chez les genres évolués, ayant réalisé
le complet fusion de carpelles, les fruits est schizocarpique libérent a maturité de nombreux

a Kénes, exceptionnellement, le genre Malvaviscus produit des baies.

+ Les graines : sont souvent couvertes de poils fines, qui peuvent étre disposés en
touffes comme chez Gossypium. Elles sont peu ou pas d'albumen et un embryon courbé ou
droit (Marine laval et Mathieu Menand 2009).

e 7\

calicule

Figure 2: Répartition géographique de la famille des malvacées
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1.1.2  Utilisation :

Le genre Hibiscus, Malva et Althaea sont connus surtout par leur espéce ornementale, la
rose de la chine (Hibiscus rosa-sinensis), la rose trémiére (Althaea rosea) etc.

Certains Abutilon sont aussi cultivés pour I'ornementation. D'autre espéce sont, en raison
de leur richesse en mucilage, utilisée dans le régime alimentaire tropicaux (gombo-Hibiscus
exultent) ou en herboristerie (guimauve officinale, Althaea officinales). De nombreux
Hibiscus sont appreciés aussi, localement pour leur fibre textile, comme exemple le da, ou
chanvre de Guinee, tiré de la tige d'hibiscus cannabius. Les Uranus, en particulier Urena
lobata, pantropical fournissent de méne apres rouissage, des fibres de bonne qualité textile.,
mais les Malvaceae économiquement les plus importants sont les cotominérs (Gossypium)

I'¢lément textile dont I'embryon est par surcroit, riche en huile alimentaire (Marine al, 2009).

.2 Genre Hibiscus :

L'hibiscus est un arbuste a fleurs originaire d'Asie issu de la famille des Malvaces,. Il est
composé de plus de 30000 variétés, et de plus de 200 especes, dont seuls deux sont
cultivables en Europe, la rose de la Chine, et I'nibiscus syriacus l'arbuste est composé de
feuilles simples, ovales et dentés, et de fleurs a la gymetion centrale, dont les cing étamines
sont fleuri qui mesure entre 40 et 70 cm. Plante tropical, I'hibiscus supporte trés mal le gel,
et droit étre planté en pot dans les régions d'Europe un peu trop fraiches pour lui, il se
remporte au milieu du printemps, il sa floraison a lieu entre mars et octobre, I'hibiscus pour
s'épanouir a besoin d'une terre riche en humus placez des billes d'argile au fond du pot afin
d'optimiser le drainage, son développement nécessite par ailleurs une grande exposition au
soleil ( Tela Botanica, 2014).

1.3 Espéce Hibiscus -

1.3.1  Description botanique :
Hibiscus sabdariffa est une plante herbacée annuelle a port de sous-arbrisseau atteignant

1 a 1,50m et plus suivant les types et le monde de culture. La tige est robuste, verte ou
rougeatre suivant les variétés glabre ou hispide, parfois avec quelques poils tuberculés
épineux (Kerharo et Adan, 1974). Elle porte des feuilles glabrexents, ovales ou trilobées,
les fleurs sont axillaires de 3 aa 4 cm de diamétre caractérisées par un calice a cing sépales
de 3 a4 cm de long dont la couleur vert ou rouge correspond a celle de la tige et par une
corolle a cing pétale faunes, mouchetes de brun-rouge. A maturité le fruit capsulaire est
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entouré par le calices persistant devenu charnu.

1.3.2 Origine et réparation géographique :
Hibiscus Sabdariffa était cultivé a l'origine en Afrique, il a été largement distribué Asie,

ou l'espace s'est adapté (clydesdale et al, 1979).

Hibiscus Sabdariffa est présent dans Thailande, au Vietnam, en Malaisie, en Chine au
Soudan et au Mexique, il est aussi présent dans d'autres pays, tels que I'Egypte le Sénégal,
la Tanzanie, le Mali, le Tchad et la Jamaique qui en produisant en petite quantité (thése de
la pharmacie seydore TANGARA 62).

1.3.3 Ecologique :
La plante Hibiscus Sabdariffa a des besoins de température situés entre 18 et 35 °C La

croissance de la plante s'arréte a 14°C Et elle meurt alors au bout de 15 jours, a 10 °C La
mort suivent au bout de 2—3 jours seulement. La production de fleurs et de calices diminue
en dessous de 17 °C. Les c. Na supportent pas les températures inférieures a 10 °C Pendant
plus de 2_3 heures.

L’H Sabdariffa est une plante photosensible qui fleurit mieux lorsque la longueur du four
est inférieure a 12 heures, elle a besoin de 13 heures de lumiéres par four pendant sa
croissance végetative pour empécher sa floraison prématuré poux vue d'un systéme racinaire
profond la roselle a besoin d'une profondeur de sol approprié, elle est types de sols tres
variés, les meilleures étant des limons friables retenant beaucoup d'eau.

L'hibiscus Sabdariffa pousse bien dans les régions recevant 800—21600 mm de pluie par
an et a besoin d'au moins 100_150 mm par moins par moins pendant sa croissance végétative
ou 300_400 mm répartis sur une période de 3_4 moins, ses périodes seches au cours des
derniers mois de croissance favorisent une bonne production de calices tandis qu'une
précipitation ou une humidité trop abondante sont susceptibles de faire baisser la qualité des
calices. Les plantes de roselle a pigmentation anthocyanique sont capables de supporter les

rudes environnements sahéliens mieux que les plantes a coloration jaune-verte.
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Figure 3: Répartition géographique de la Hibiscus Sabdariffa

1.3.4 Non vernaculaire :
Francais : Oseille de Guinée, thé rose d'Abyssinie, Roselle, englais sorell, Arabe Karkadée

au Sénégal, elle est appelée en Wolof : bissap ; sérére : bondo.

1.3.5 Classification phylogénique APG III
Embranchement : Spermaphyte.

Sous-embranchement : Angiosperme.
Seérie : Thalamiflore.

Classe : Dicotylédone.

Sous-classe : Dialypétale.

Ordre : Malvale.

Famille : Malvaceae.

Genre : Hibiscus.

- F &+ F FFEEFEE

Espece : Hibiscus Sabdariffa.

1.3.6 Constitutions chimique :
Beaucoup d'études ont été menés en vue de de déterminer la composition chimique des

feuilles, des calices, des graines et des racines de Hibiscus Sabdariffa, nous allons nous
intéresser particulierement aux calices.

Le calice : I'étude de la composition en élément minéraux des calices de Hibiscus
Sabdariffa mise en parallele avec les concentrations maximales autorisés dans I'alimentation
humaine révele une forte variabilité en fonction de la zone géographique de production.

Les sucres présents dans les calices de Hibiscus Sabdariffa sont constitué de glucose
fructose et saccharose, le glucose avec prés de 40% des sucres totaux est le sucre majoritaire,
ils étaient également riches en acide organique : ’acide succinique, oxalique, tartrique et

malique étaient présents a des concentrations respectives de (0,519 : 0,43g 0,17g et 0,12) par
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100g (Wong et al 2002). Les acides succinique et oxalique constituent les deux acides
organiques majoritaires de Hibiscus Sabdariffa a eux deux, ils représentent 76% des acides
organiques totaux (Babalola et al 2001). La présence de [-carotene et de lycopene a des
concentrations respectives de 1,9 mg par 100g et 164,3 mg par 100g de matiere fraiche a été
signalé dans des calices de H, Sabdariffa (Wong et al 2002), également des mucilages et des
pectines (Tsai, 1995).

Lin et al (2003) ont aussi montré dans les calices secs de H Sabdariffa la présence d'acide
protocatechique et des composés polyphénoliques, une des caractéristiques de H, Sabdariffa
est également sa richesse en anthocyanes (calices rouge) dont le teneur peut atteindre 1,5 ¢
par Kg de calice sec teneur supérieure a la plupart d’autre végétaux comestibles (Hazza et

Miniati, 2000).

Deux a quatre anthocyanes ont été identifié selon les variétés de H Sabdariffa considérées
(Du C. T et fracis), 1973 palé et al, 2004) il s'agit de la dephinidine-3-Smbabioside ou
hibiscine, la cyandine-3-sambubioside ou gossypicyanine, la de Iphinidine-3-glucoside et la
cyandine-3-glucoside. La de Iphinidine-3-sambubioside est Il'anthocyne majoritaire
responsable de la couleur rouge violette des calices. Il représente 70%de la teneur totale en
anthocyanes (Francis, 1990).

1.3.7 Indications et utilisations :
Hibiscus Sabdariffa est utilisé pour ses calices, feuilles et graines.

1.3.7.1 Utilisation alimentaire :
Les calices du fait de leur concentration élevée en acide pectines vitamine C et surtout en

anthocyanes, constituent la partie de la plante le plus utilisée. Ils interviennent dans la
production de besoins en Afrique et en Asie.
Cette boisson est connue selon le pays sous plusieurs appellations :
+ Bissap au Sénégal, sa consommation est maximale pendant le moins du ramadan.
+ Da Bilenni au Mali en C6te d'lvoire et au Burkina Faso.
+ Boisson des pharaons en Egypte.
+ Thé. De Kaikadé au Soudan.
Quant aux calice, ils sont utilisés comme tisane confitures, gelés, boissons aromatisant et
colorant (Seaforth et Tikasingh 2005).
En Allemagne, les calices rouges sont de plus en plus utilisés comme colorants naturelle

dans la confiserie, I'extrait sous forme de filtrat concentrée ou de poudre séchée, est utilisé
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comme colorant dans l'industrie alimentaire ou pharmaceutique.

Les colorants de Hibiscus Sabdariffa sont préférés a ceux de la betterave d'un rouge trop
fonce, ou a ceux du raisin moins éclatant, ou encore a ceux de la cochenille qui sont trop
chers (Poug et Al, 1990).

Les graines de Hibiscus Sabdariffa permettent la fabrication dhuiles qui est
traditionnellement utilisée en cuisine au Tchad, en Tanzanie, et en Chine. Elle peut entrer

également dans la fabrication de savon et de produits cosmétiques (Meclinotock et Al, 2004).

1.3.7.2  Utilisation médicale :
L’infusion d’hibiscus Sabdariffa pouvait faire baisser la pression artérielle diminuant

ainsi le risque de maladie cardio-vasculaire, les études phytochimiques sont montré la
présence d'acide organique, d'anthocyanosides de flavonoides, de mucilages, de pectine et
d'une huile essentielle (eugénol). Ces composants expliquant I'action anti inflammatoire,
adoucissante, antiasthénique antispasmodique et légérement laxative de I'Hibiscus. On
utilise pour apaiser I'information des voies respiratoire, les spasmes gestro-intestinaux, lutter
contre la fatigue. L'espéce a des vertus amincissants, tonifiantes grace a la vitamine C et
diuréque (Flore de la réunion _2009).

Il Atriplex Halimus :

1.1 Lafamille des chénopodiacés :

Les chénopodiacées sont répandues dans le monde entier, mais ont une préférence
marqueée pour les terrains salés (Grété, 1965) vivant surtout sous climat arides et semi-aride
(Ozenda 1958). Ces espaces dites “Halophiles” Pour s'adapter a la salinité des sols, ¢lévent
leur concentration osmotique a une concentration supérieure a celle du sol, elles accumulent
en conséquence une grande quantité de sels (Goldhirs et Al-1990 Achour, 2005 Roeder,
2006).

De nombreuses espéces appartenant a cette famille sont xérophiles, elles doivent leur
résistance particuliére a I'éventuel épaississement et a la succulence de leur tige et a I'état
plus au moins charnu de leur feuille ou au contraire a la réduction de leur systéeme foliaire
(Gété, 1965). Ces plantes sont en majorité pérennes une forme en boule ou en coussinet afin
de réduire I'échauffement (Smail _Saadoun 2005).

Les chénopodiacées sont des plantes a fleurs sans pétales, peu visibles hermaphrodites.
Ou unisexuelles, elles sont regroupées en inflorescence en épi ou a cyme (Mulas et Mulas
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2004). D'autre part, les feuilles sont souvent recouvertes par des trichomes, ce sont des
glandes pédicelles a téte formée par une grosse cellule remplie d'eau (suc vasculaire riche en
sels) en période seche ces poils fonctionnement comme réserve d'eau et quand celle-ci est
épuisée le calice des poils flétris forme un revétement blanchatre, farineux caracteristique
des chénopodiacées (Deysson et Mascré, 1951, Smail _Saadoun, 2005 : Ighilhauz,2008).

Certaines feuilles des chénopodiacées ont la forme d'une patte d'Oie (chénopodium) d'ou
le nom de cette famille (du grec : Khen =oie, podo=pied) (Guignard et Dupont 2004).

Les chénopodiacées se caractérisent par une structure anatomique des Dicotylédones dans
certains espaces bisannuelles ou vivaces, les tiges peuvent présenter des faisceaux
libéro_ligneux dispersés ou groupés en plusieurs anneaux concentriques, cette disposition et
due a ce que les premieres assises, cambiales sont actives peu de temps, d'autre faisceaux se
différencient grace au fonctionnement d'un nouveau cambium surnuméraires permettant de
concentrer plus de soluté, ce qui est Propre aux halophytes, afin de s'adapter au milieu salé
et sableux (Ighilhariz, 2008).

Des formations libéro_ligneuses surnuméraires peuvent également prendre naissance
dans les racines (Crété, 1965).

La famille des chénopodiacées englobe environ cent (100) genres qui Peuvent étre divisés

suivant la forme de I'embryon, en deux tribus (Chadefaud et Emberger 1960 : Grété 1965 :

Rosas, 1989).

+ Spirolobae, qui présente un embryon enroulé en spirale et I'albumen est divisé en deux
parties par I'embryon

+ Cyclobae qui présente un embryon en forme de fer a cheval ou en demi-cercle
Comprenant I'albumen en entier ou en partie. A cette derniére tribu appartient le genre
Atriplex qui est un genre cosmopolite et qui englobe un grand nombre d'espace distribuées
dans toute les régions aride et semi-aride du monde (Greété 1965, Rosas,19.89, Reyes-vera
et Al 2008).

1.2 Mise en culture des Atriplex :

Les Atriplex sont des plantes qui préferent les soles frais, riche en en humus la
multiplication se fait par semis sur sable, au printemps de mars a main (Achour, 2005). La
température de la germination varie selon I'espace et son origine, elle est de 20 a 25 °C pour
Atriplex halimus originaires d'Utah (USA) peuvent germer a 0 _3 °C (Springfield, 1970).
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1.3 Physiologie des Atriplex :

Le genre Atriplex caractérisé par une anatomie foliaire de type Kranz ( présence d’une
graine de cellule de grandes dimensions qui entourent les tissus vasculaire) appartient au
groupe des plantes C4 (Mulas et MULAS .2004 : Smail Saadon , 2005 ; Ighilhariz 2008) Les
feuilles des plantes en C4 sont généralement plus minces que celle des plantes en C3
(Ighilhariz ,2008) .De nombreux recherche ont démontrer que ce type de plantes est
caractérisé par une grande productivité (Mulas et Mulas ,2004)

Les plantes soumises aux contraintes engendrées par la salinité ou la sécheresse, réagissent
par une modification de leur teneur en certaines composés organique appelés osmolytes ou
osmoprotecteurs (Hubac et Vieira Dasilva, 1980, Hubac 1990, Ighilhariz 1990, Monneveux
et This 1997). Ces réactions d’adaptation sont destinées a rétablir 1’équilibre hydrique dans

la plante.

1.4 Intéréts des Atriplex :

11.4.1 Intéréts fourrager :
C’est une source des minéraux, vitamines et protéines pour le bétail (EL—Shatnawi et

Mohawesh ,2000), ce qui permet de les utiliser comme une réserve fourragere en été et en
automme, comblant la carence de fourrage qui se manifeste avant la croissance printaniére
des especes fourragéres herbacés (Kessler ,1990). Différentes observations expérimentales
ont démontré que grace a cet arbuste, le bétail peut supporter de longues périodes de carence
alimentaires dues a la sécheresse (Le Houérou 1980), en effet une bonne formation
d’Atriplex Halimus peut produire jusqu'a cinq tonnes par hectare de matiere seche et par an

sur des soles dégradé ou salins inutilisables pour d’autres cultures (Dutuit et al ,1991).

11.4.2 Intérét écologique :
Mulas et Mulas (2004) rapportérent que 1’association des cultures de céréales a des

arbustes fourragers qui grace a la capacité de leurs racines de s’enfoncer dans le sol , ont des
effets bénéfique sur I’environnement et rétablissement de la fertilit¢ de 1’écosystéme .En
plus les plantes de genre Atriplex jouent un rdle important comme brise-vent , pour la
protection du sol et la création d’un microclimat favorable, permettant aux autres especes
fourrageres (I’avoine , la luzerne ), d’augmenter leur productivité (EI Mzouri , et al ,2000)
selon Abbad et al ,(2004b) le systeme radiculaire trés ramifié ,chez les Atriplex joue un réle
important dans la réhabilitation des soles dégrade la lutte contre 1’érosion des sols et la
désertification par ailleurs certaines espéces d’Atriplex ,cas d’Atriplex canescens Purch Nutt

sont mycorhizées par des champignons fixateurs de phosphore (Barrow et Osuna 2002). Ces
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champignons prélévent du carbone a partir des racines de la plante et lui fournissent en
échange du phosphore, elle augmente également la capacité d’absorption des racines, ce qui

augmentent leur tolérance a la sécheresse (Barrow et Osuna,2002, Barrow et Al 2004b)

11.4.3 Intérét économique :
De nombreuses ¢tude ont mise e évidence le fait qu’en associant la culture de céréales

aux arbustes fourrages appartement au genre Atriplex la production des céréales a augmenté
de 25% (Brandl, 1987) de plus en été et en automne.

Le bétail peut éventuellement brouter les chaumes d’orge et les arbustes d’Atriplex
(Mulas et MULAS 2004). Par ailleurs, la structure ligneuse des Atriplex constituent une

source d’énergie intéressante (Abbad et al 2004b)

11.4.4  Autres intéréts :
Selon Dutuit et al (1991) I’ Atriplex Halimus L est utilisé comme plante médicinale dans

la pharmacopé traditionnelle , en effet elle agit sur la maladie du sommeil (trypanosomiase)
(Bellakhdar 1997) et elle possede également un effet antidiabétique notamment sur le
diabete type 2 car selon Dey et al (2002) 3g /jour de feuille d’Atriplex Hamilus L diminue
le taux du glucose dans le sang, Sais et al (2008) rapportérent que I’utilisation du
«Glucolevel » un médicament formé par 1’association d’extraits de feuilles de 4 plantes a
effet antidiabétique a savoir Atriplex Hamilus, Olea Europea Juglans Regia et Urtiea Dioica
, agit positivement sur le diabéte type 2 et sans effets secondaires .

D’autre part les jeunes pousses et les feuilles d’Atriplex Halimus L étaient déja
consommeés par les Egyptiens et les Grecs et les Angleterres ou on conservait les feuilles
dans du vinaigre a la maniere des cornichons.

Les jeunes pousses et les feuilles un peu charnus ont une saveur salée due au milieu ou
elles croissent, elles sont bonnes crues dans les salades composées qu’elles relévent alors
gue manges seules elles ont tendance a éviter la gorge (la salinier,99) sa décoction donne
une teinture rouge d’emploi analogue a celui du henné pour les mains et les pieds

1.5 Présentation de I’Atriplex Halimus L :

11.5.1 Systématique de I’espéce :
Selon Chad faud et Emberger (1960) Atriplex Halimus est classé comme suit :

+ Régne: végétal

+ Sous régne : phanérogames
+ Embranchement : spermaphytes
+Sous — embranchement : Angiosperme
+ Classe: Dicotylédones
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+ Sous classe : caryophyllidées

+ Ordre: centrospermales

+ Famille : chénopodiacées

+ Genre: Atriplex

+ Espece: Atriplex Halimus subsp, Halimus
£ Nom commun: pourpier de mer, Arroche maritime
+ Nom arabe : Guettaf —aksll

11.5.2 Origine de I’espéce :
Atriplex Halimus L, originaire d’Afrique du nord est bien adaptés aux terraines salino-

argileux et aux milieux caractérisés par des précipitations annuelles inférieures a 150 mm (le
ouré¢ou,1980) .Elle s’étend également aux gones littorales méditerranéennes de 1’Europe et
aux terres intérieures gypso-salines d’Espagne (Dutuit 1999) grace ce a sa valeur nutritive
(tableau 1) elle appartient aux especes d’Atriplex les plus appréciées par le bétail dans les

zones arides du Wana ( 1’Ouest Asiatique et 1’ Afrique du nord ) ( Tiedeman et Chouki 1989)

11.5.3 Description morphologique :
L’ Atriplex Hamilus est un arbuste de 50 a 200 an de haut (Quezel et Santa 1962) (figure

1) et selon Negre (1961) elle peut atteindre 4m de hauteur si elle n’est pas broutée par le
bétail .Les tiges sont assez grandes de 2 a 5¢cm (figure 2) , en général 2 fois plus longues que
larges (Quezel et Santa 1962) .Cette espece est caractérisé par un polymorphisme foliaire
important (Ozenda ,1977 :Dutuit 1999) concernant la dimension et la forme des feuilles (Ben
Ahmed et al ,1996) elle sont ovales , ovales rhomboidales ou ovales triangulaires , parfois
hastés plus ou moins atténuées ou un peu sinuées dentées lanceolées, toutes plus ou moins
atténuees entiéres ou un peu sinuées lancéolées , toutes plus ou moins trinervés a la base a
nervure médiane seule un peu saillante en dessous ( Maire,1962) , la forme des feuilles varie
selon la provenance de 1I’individu et selon 1’état physiologique de la plante ou la position de
la feuille sur un axe (Dutuit ,1999).Chez I’ Atriplex Hamilus L ,les feuilles sont couvertes
par des vésicules spécialisés appelés trichomes , ces derniers présent sur les deux face de la
feuille sont tres nombreux sur les feuilles agées donnant a celle-ci son aspect blanchétre plus
ou moins luisant (Smaoui 1971) grace a ’accumulation de grandes quantités de sels dans
leurs tissus (Mozafar et Goodin ,1970).

Les fleurs sont vertes et petites (Aganga et al 2003) groupés en panicule terminale (Maire
1962). Selon Abbad et al (2004), il existe une tres grande variabilité phénotypique, qui est
d’autant plus importante que les populations sont éloignées géographiquement et situés dans

des climats différents. Un seul individu peut porter a la fois des fleurs unisexuées males,
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unisexuées femelles et bisexuées. En effet Atriplex Hamilus et polygames particulierement
trimonoique (Talamali et al 2001). Les graines sont des akenes rougeatres a noire (figure 4)
de 1,5 a 2mm de diamétre (Maire 1962) contenu dans des valves fructiferes coriaces,

arrondies et lisses (Quezel et Santa ,1962).

> L -

Figure 5: Feuilles d’Atriplex halimus L Figure 6: Fructification d’Atriplex
halimus L
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Figure 7: Graines d’Atriplex halimus L décortiquées.
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Chapitre 2 : les métabolites secondaires

I Le métabolite secondaire

.1 Introduction

On désigne par « métabolite secondaire » toute substance présente chez un organisme et qui
ne participe pas directement aux processus de base de la cellule vivante. Ce concept est
historiquement attribué¢ a Kossel (Kossel, 1891) qui I’introduisit par opposition a celui de
métabolites primaires, ces derniers étant directement impliqués dans les grandes voies du
métabolisme basal de la cellule.

Chez les végétaux, ces composés secondaires regroupent plusieurs dizaines de milliers de
molécules différentes, généralement rassemblés en superfamilles chimiques tel que les
polyphénols, les terpenes et stérols, les alcaloides, les polycétides, etc. Outre la tres grande
diversité chimique qu’ils représentent, ces meétabolites secondaires se caractérisent
généralement par de faibles concentrations dans les tissus végétaux (généralement quelques
pourcents du carbone total, si ont exclue la lignine de cette catégorie) ainsi que par leur
stockage souvent réalisé dans des cellules ou organes dédiés.

Pour ce qui concerne leurs fonctions chez les plantes, les metabolites secondaires exercent
un role majeur dans I’adaptation des vegétaux a leur environnement. Ils assurent des fonctions

clés dans la résistance aux contraintes biotiques (phytopathogénes, herbivores, etc.) et
abiotiques (UV, température, etc.). Sur le plan agronomique, le réle de ces composés dans la
protection des cultures est connu (résistance aux maladies cryptogamiques, aux infections
bactériennes, a certains insectes), mais a été relativement peu exploité pour ce qui concerne le
développement de variétés résistantes. Ces métabolites secondaires constituent, aujourd’hui,

un des leviers d’une possible intensification écologique de I’agriculture, en substituant
notamment I’usage d’intrants chimiques par des mécanismes de défense naturelle des plantes.

D’un point de vue pharmacologique, les métabolites secondaires constituent la fraction la
plus active des composés chimiques présents chez les végétaux et on estime aujourd’hui
qu’environ 1/3 des médicaments actuellement sur le marché contiennent au moins une telle

substance végétale (Newman and Cragg, 2012). Cette efficacité pharmacologique des
métabolites secondaires s’est traduite par le développement de médicaments majeurs sur les 30
dernieres annees, tel que le Taxotere (Sanofi-Aventis), ou la Vinorelbine (Pierre Fabre

Médicaments) utilisés dans le traitement de certains cancers.
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1.2 Synthése de métabolites secondaires chez les végétaux

De nombreuses familles de métabolites secondaires ont fait 1’objet de recherches actives lors
des 30 derniéres années et certains processus de synthese sont aujourd’hui bien décrits, comme
dans le cas des flavonoides (Pfeiffer and Hegedus, 2011 ; Tanaka et al., 2008), des dérivés
d’acide caféique (Weng and Chapple, 2010), des coumarines et furocoumarines, des terpénes
et stérols (Lee et al., 2012), ou de certains alcaloides (Jirschitzka et al., 2012). Cependant, dans
la mesure ou les plantes élaborent des dizaines de milliers de composés secondaires, de
nombreuses voies restent encore a découvrir aujourd’hui. L’organisation de la synthése des
métabolites secondaires est schématisée au travers de 1I’exemple des furocoumarines, molécules
de défenses bien connues de la famille des Apiacées (céleri, persil, panais, etc.) (Bourgaud et
al., 2006). D’une maniére générale les stress environnementaux, qu’ils soient biotiques ou

abiotiques, provoquent des cascadesréactionnelles conduisant a la transcription de certains.

1.3 Fonctions des métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires ne sont pas vitaux pour 1’organisme mais jouent nécessairement
un role important de par la machinerie enzymatique complexe necessaire a leur production. Ils
ont des roles écologiques (allomone, phéromone...). Ces molécules furent sélectionnées au
cours de 1’évolution pour I’interaction qu’elles ont avec un récepteur d’un autre organisme.
Elles représentent donc une grande source potentielle d’agents thérapeutiques (Thomas, 2009).

IIs pourraient jouer un réle dans la défense contre les herbivores, et dans les relations entre
les plantes et leur environnement : plusieurs composés phénoliques participent a la filtration

des UV, les pigments floraux sont essentiels aux processus de pollinisation Bruneton, J., (1999).

1.4 Classification des metabolites secondaires :
Les métabolites secondaires sont produits en trés faible quantité, il existe plus de 200 000
métabolites secondaires classes selon leur appartenance chimique en I’occurrence, les terpénes,
les alcaloides, les composés acétyléniques, les cires, et les composés phénoliques (Cuendet,

1999 ; Vermerris, 2006). On distingue trois classes principales.
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1.4.1 Lescomposés phénoliques :
Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire

des plantes, largement distribués possédant plusieurs groupements phénoliques, avec ou non
d’autres fonctions et comportant au moins 8000 structures connues différentes (Bahorun, 1997),
allant de molécules phénoliques simples de bas poids moléculaire tels que, les acides
phénoliques a des composés hautement polymérisés comme les tannins. Ils font partie
intégrante de I’alimentation humaine et animale (Martin et Andriantsitohaina, 2002). Les
composés phénoliques sont des molécules hydrosolubles présentes dans tous les végéetaux. Ils
ont divers effets sur la physiologie végétale de par leurs actions antibactériennes et
antifongiques. lls participent a la pigmentation des fleurs, des légumes et de quelques fruits

(Raisins, agrumes, etc...). Certains d’entre eux sont responsables d’amertume et
d’astringence (Adrian et al, 1991 ; Milane, 2004). Les fonctions principales attribuées a ces
composés chez les végétaux sont la protection contre les pathogenes et les herbivores ainsi que
la limitation des dommages dus aux radiations UV. Dans ce cas, ils agissent par effet d'écran et
par effet antioxydant (Lebham, 2005).

1.4.1.1 Classification des composés phénoliques :

1.4.1.1.1 Les acides phénoliques
Ils ne possedent pas de squelette flavane. Ils sont solubles dans I’éther. Ils peuvent étre

associés a la lignine, présents sous forme d’ester, ou bien localisés dans la partie de la feuille
insoluble dans 1I’alcool (Barboni, 2006). lls présentent des propriétés biologiques intéressantes:
anti-inflammatoires, antiseptiques urinaire, antiradicalaires, cholagogues, hépatoprotecteurs,
cholérétiques, immunostimulants (Bruneton, 1999). On distingue : Les dérivés de 1’acide
benzoique (constitués d’un squelette a sept carbones). Les dérivés d’esters hydroxycinnamiques
(constitués d’une structure de type C6-C3) (Barboni, 2006).

» Les acides benzoiques

Les acides benzoiques sont formeés d'un squelette a sept atomes de carbones. Ils sont
principalement représentés par les acides p-hydroxybenzoiques, protocatéchiques, vanilliques,
galliques, syringiques, salicyliques, o-hydroxybenzoiques et gentisiques.

Les acides protocatéchiques et galliques (Figured4) ont probablement une origine et des
fonctions différentes dans la plante. Le premier est trés largement répandu, le second est plus

rare, on le rencontre dans la nature surtout sous forme de dimere (Ribereau, 1968).
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Figure 8: Quelques dérivés de I'acide hydroxybenzoique.

» Les acides cinnamiques
Ces acides possédent une structure du type C6-C3. Les composés les plus fréquents Sont

I'acide p-coumarique, I'acide caféique, I'acide fertarique et I'acide cinnamique (Ribereau,
1968).

L OOH COMOM
Cem M1
|
|'| (ot OH
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Acide cinnamique Acide p-coumarique Acide caregique

Figure 9: Quelques dérivés de I’acide hydroxycinamique.

1.4.1.1.2 Lescoumarines :

Les coumarines sont parmi les composes phénoliques les plus connus (Figure 6). Elles sont

substituées en C-7 par un hydroxyle. La 7-hydroxycoumarine, connue sous le nom

d’ombelliférone, est le précurseur des coumarines 6,7-di-et 6, 7,8-trihydroxylées. Les

coumarines, de différents types, se trouvent dans de nombreuses especes végétales et possédent

des propriétés trés diverses. Elles sont capables de prévenir la peroxydation des lipides

membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles (Igor, 2002).
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Les coumarines sont connues par leurs activités cytotoxiques, antivirales,
immunostimulantes, tranquillisantes, vasodilatatrices, anticoagulantes (au niveau du cceur),
hypotensives, elles sont également bénéfiques en cas d’affections cutanées (Gonzalez et
Estevez-Braun, 1997).

1.4.1.1.3 Lesquinones :
Ce sont des substances colorées et brillantes, en général rouges, jaunes ou orange et

possédant deux fonctions cétones. On trouve les quinones dans les végétaux, les
champignons, les bactéries. Les organismes animaux contiennent également des quinones,
comme par exemple la vitamine K, qui est impliguée dans la coagulation du sang. Les
quinones sont utilisées dans les colorants, dans les médicaments et dans les fongicides
(Kansole, 2009).

1.4.1.1.4 Lestanins:
Les tanins sont des polyphénols que I'on trouve dans de nombreux végétaux tels que les

écorces d'arbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...). Leur structure complexe est formée
d'unités répétitives monomériques qui varient par leurs centres asymétriques, leur degré
d’oxydation (Hemingway, 1992).

Ces tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au cours de
la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a pour
conséquence de stopper la réaction en chaine de 1’auto oxydation des lipides (Cavin, 1999).

Les tanins sont divises en deux groupes :
- Les tanins condensés, formeés de proanthocyanidines (sous forme d'oligomeéres)

- Lestanins hydrolysables, esters des acides phénols et de glucose.

e Propriétés biologiques : lls découlent essentiellement de leurs propriétés a former des
complexes avec les macromolécules. Les propriétés biologiques des tannins sont :"

e Astringente qui correspond a la précipitation des glycoprotéines. Action C’est la
propriété la plus importante des tannins."

e Action antidiarrhéique : Les tannins vont imperméabiliser les couches externes de la
peau et les muqueuses et surtout la muqueuse intestinale d’ou cette action.”

e Propriétés « vitaminiques P » qui correspondent a des propriétés Veinotoniques
communes a tous les polyphénols.™

e Effet vasoconstricteur notamment au niveau des vaisseaux superficiels™

e Action antiseptique qui se traduit par des effets antibactériens et antifongiques."
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e Piéegeurs de radicaux libres comme tous les polyphénols (propriétés antioxydantes). En
effet, ils vont inhiber la formation d’ions peroxyde et surtout la peroxydation des lipides et

ils vont également inhiber la formation des ions superoxydes."

1.4.1.1.5 Les flavonoides :

Occupant une place prépondérante dans le groupe des phénols, les flavonoides sont des
métabolites secondaires ubiquistes des plantes. On estime que 2 % environ du carbone
organique photo-synthétisé par les plantes, soit quelques 109 tonnes par an, est converti en
flavonoides (Lhuillier, 2007).
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Figure 10: Structure des bases de flavonoides
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Figure 11: Biosyntheése des flavonoides
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e Propriétes biologiques
La principale propriété initialement reconnue aux flavonoides est d'étre "veino-actifs"”, c'est-

a-dire capables de diminuer la perméabilité des capillaires sanguins et de renforcer leur
résistance (Bruneton, 1999).

De nos jours, les propriétés les flavonoides sont largement étudiées dans le domaine médical
ou on leur reconnait des activités antivirales, anti-tumorales, anti-inflammatoires,
antiallergiques, antioxydantes et anti-cancéreuses. (Middleton et al, 1993).

La famille des flavonoides peut se diviser en six classes qui différent par leurs structures

chimiques : flavanols, flavones, flavonols, flavanones, isoflavones et anthocyanidines.

1.4.1.1.6 Lesanthocyanes
Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et Kuanos, bleu violet) terme général qui regroupe

les anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés. Ces molécules faisant partie de la famille des
flavonoides et capables d'absorber la lumiére visible, ce sont des pigments qui colorent les
plantes en bleu, rouge, mauve, rose ou orange. Leur présence dans les plantes est donc
détectable a I'ceil nu. A l'origine de la couleur des fleurs, des fruits et des bais rouges ou bleues,
elles sont généralement localisées dans les vacuoles des cellules épidermiques, qui sont de
véritables poches remplis d'eau. On trouve également les anthocynes dans les racines, tiges,
feuilles et graines. En automne, les couleurs caractéristiques des feuilles des arbres sont du aux
anthocyanes et aux carotenes qui ne sont plus masqués par la chlorophylle (Bassas etal, 2007).
e Structures

Leur structure de base est caractérisée par un noyau "flavon™ généralement glucosylé en
position C3. Les anthocyanes se différencient par leur degré d'hydroxylation et de méthylation,
par la nature, le nombre et la position des oses lieés a la molécule. L'aglycone ou anthocyanidine

constitue le groupement chromophore du pigment (Bessas et al.,2007).
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Figure 12: Squelette des anthocyanes
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1.4.2 Terpénoides :
Les isoprénoides sont des composés issus de la condensation d’unités de base a 5 carbones

de type isopréne. On parle également de composés terpéniques ou terpenoides, 1’unité
monoterpene correspondant a des molécules a 10 carbones formées a partir de deux unités
isoprenes.

De facon analogue a la famille des composés phénoliques, les isoprénoides regroupent a la
fois des molécules de faibles poids moléculaires, volatiles et composants principaux d’huiles
essentielles, et des molécules hautement polymérisées comme par exemple le caoutchouc. Cette
voie de biosynthése donne naissance a de tres nombreux métabolites secondaires, mais participe
¢galement a la synthése de composés comme le B-caroténe, les chlorophylles, 1’ubiquinone ou
la plastoquinone, qu’on ne positionne généralement pas dansle métabolisme secondaire
(Harbone, 1998 ; Bruneton, 1999).

e Importance des Terpénoides :

Constituants des huiles et des extraits Ingrédients dans les savons, parfums médicaments ...
(I’exemple le plus courant est le camphre disponible a 1’état solide, introduit par 1’Orient en
Europe depuis environ 11 siécles). Agents naturels anti HIV,Insecticides, fongicides,
antiappétants pour les insectes, Antitumoraux (taxol) ainsi que des agents modulateurs de la
MDR.

Les sesquiterpénes lactones (Asteraceae, Apiaceae) sont particulierement actifs

+ Antifongiques.
+ Cytotoxiques.
*Antibactériens.
+ Antitumoraux.
+ Anti-inflammatoires.
Les triterpenes entrent dans la production de médicaments stéroidiques ayant Des

propriétés : contraceptives, anabolisantes, anti-inflammatoires... (D. dehak k avrile 2013).

.43 Lesstérols:
Alcools a noyaux cyclopentoperhydrophénanthréniques. On les trouve chez les végétaux,

sous forme d’esters : les stérides, ou combinés a des sucres sous forme d’hétérosides :
+ Stérols libres : comme ergostérol de I’Ergot de seigle et de la levure de biére.
+ Hétérosides : Digitales, Scilles (a I’activité cardiotonique ++).

+ Stéroides : Dioscoréa, Agave ...

41



CHAPITRE 2 les métabolites secondaires

Les monocotylédones semblent plus riches en stérols que les dicotylédones : on les trouve
dans la fraction lipidique que I’on peut extraire des végétaux par les solvants organiques non
polaires.

Actions importantes :

+ L’ergostérol est la provitamine D2
+ Le sitostérol des céréales est employé contre 1’artériosclérose
+ Le stigmastérol sert de matiere premiere pour la synthése des corticostéroides (Jean

Yves Henry).

1.4.4 Lesalcaloides :
Les alcaloides Un alcaloide est un composé organique d'origine naturelle (le plus souvent

vegétale), azoté, plus ou moins basique, de distribution restreinte et doté, a faible dose de
propriétés pharmacologiques marquées. Le regroupement d'un tel ensemble est par ailleurs
confirmé par des réactions communes de précipitation avec les « réactifs généraux des

alcaloides » (Bruneton., 2009).

1.4.4.1 Distribution des alcaloides :
Les alcaloides sont présents essentiellement chez les Angiospermes dont la plupart sont des

Dicotylédones. Cependant, de nombreux alcaloides ont également été trouvés chez des
Monocotylédones et méme chez des Gymnospermes Ephédra. Les Ptéridophytes sont rarement
alcaloidiferes (Bruneton, 2009). Les plantes a alcaloides ne renferment que trés rarement un
seul alcaloide, méme si elles contiennent parfois un composé trés majoritaire mais, il n'est pas
rare que plusieurs dizaines d’alcaloides soient présents dans une méme drogue. Généralement,
tous les alcaloides d'une méme plante ont une origine biogénétiqgue commune, et ils existent
généralement sous la forme, soluble, de sels d'acides végétaux (citrate, malate, tartrate,
benzoate...etc.) ou sous celle d'une combinaison avec les tanins (Bruneton, 2009). Les
alcaloides sont exceptionnels chez les bactéries et assez rares chez les champignons (Bruneton,
2009). Les structures alcaloidiques existent aussi rarement chez les animaux. Dans certains cas,
ce sont des produits formés a partir des alcaloides contenus dans les végétaux inclus dans la
ration alimentaire de I'animal et dans d'autres cas, ils semblent étre des produits du métabolisme
de I'animal, c'est en particulier le cas chez des Amphibiens Urodeles ou Anoures (Krief, 2003 ;
Bruneton, 2009).
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1.4.4.2 Localisation des alcaloides :

La synthese des alcaloides S’effectue généralement dans des sites précis (racines
en croissance, cellules spécialisés de laticifere... etc.). lls sont ensuite transportés dans leurs
sites de stockage.

Les alcaloides sont le plus souvent localisés dans les tissus périphériques ; assises externes
des écorces de tige et de racine, téguments des graines et rarement dans les tissus morts. Au
niveau cellulaire, la synthese des alcaloides a lieu au niveau du réticulum endoplasmique et le
stockage dans les vacuoles (Krief, 2003).

La nature et la teneur en alcaloides peut étre trés inégale selon les organes d’une méme plante

certains pouvant en étre dépourvus (Bruneton, 2009).

1.4.4.3 Intéréts des alcaloides :
Fonctions au niveau du producteur comme pour beaucoup d'autres métabolites secondaires,

on ne sait pratiquement rien du réle des alcaloides dans les végétaux. La toxicité de certaines,
laisse supposer des réles de protection contre les prédateurs (Krief, 2003). Certains auteurs
estiment que ce sont des métabolites terminaux « déchets inutiles ». D'autres les désignent
comme des métabolites intermédiaires (Bruneton, 2009). | Actions pharmacologiques :
Leurs propriétés pharmacologiques concernent des domaines variés ;
+ Dépresseurs (morphine, scopolamine) ou stimulants (caféine, strychnine) au niveau du
systéme nerveux central.
+ Sympathomimétiques (éphédrine), parasympathomimétique (pilocarpine) au niveau
de systeme nerveux autonome.
+ Anesthésiques locaux (cocaine), antipyrétique (quinidine), anti-tumoraux (ellipticine),

antipaludiques (quinine)...etc. (Bruneton, 2009).
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Chapitre 3 : les activités biologiques

I Les activités biologiques

1.1 Activité antibactérienne :

1.L1.1  Généralités :
Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaire classés parmi les procaryotes car ils

ne possedent pas de membrane nucléaire. Ce caractére les distingue des autres organismes
unicellulaires classés parmi les eucaryotes (champignons, algues, protozoaires) elles sont
divisées en bactéries proprement dites (Bactéria) et bactéries primitives (Archea). Toutes les
bactéries rencontrées en pathologie appartiennent aux Bactérie.

Les bactéries ont généralement un diamétre inférieur.a 1 um. On peut les voir au microscope
optique, a 1’état frais ou aprés colorations, leur forme peut étre sphérique (cocci). En batonnet
(Bacilles) incurvée (Vibrions) ou spiralée (Spirochétes). Les détails de leur structure ne sont
visibles qu’on microscope électronique (Nauciel et Vildé, 2005).

Structure d'une bactérie

Parol bactérienne

Membrane cytoplasmique

Figure 13: Structure de bactérie
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1.1.2 Culture des bacteries :
On utilise habituellement pour cultiver les bactéries des milieux complexe a base d’extraits

d’hydrolysats enzymatique de viandes. Ces milieux peuvent étre liquide (Bouillons) on solides,
la solidification des milieux et obtenue par 1’addition de 1’agar, un extrait d’algues qui a la
propriété de fondre a 1’ébullition et se solidifier a des températures inferieurs a 40°C.

En milieu liquide , les bactéries se dispersent librement et leur multiplication se traduit par
une trouble , les plus souvent homogéne sur un milieu solide lorsque la quantité de bactéries est
faible chaque bactérie va pouvoir se multiplier sue place jusqu’a former un amas de bactérie
visible a I’ceil nu ,que 1’on appelle colonie (si la densité bactérienne est trop élevée dans
I’échantillon ensemencé , les colonies sont confluents est forment une nappe) .L’emploi de
milieu solides permet ainsi le dénombrement des bactéries visibles dans un échantillon
(Naucieel et Vildé ,2005) .

Milieu liquide

Milieu solide

..\\ s
. &
A\
1

Figure 14: Culture des bactéries dans deux milieux.

1.1.3 Description de bactéries étudiées :
Souches microbiennes expérimentées

e Staphylococcus aureus : Elle est responsable d'intoxications alimentaires, d’infections
localisées suppurées, et dans certains cas extrémes de septicémies chez des sujets ayant subi
une greffe ou avec une prothese cardiaque (Delphine, 2008).

e Bacillus subtilis : Largement présente dans la nature, elle fait également partie de la flore
intestinale microbienne, et est généralement sans danger dans les bonnes conditions de
manipulation, et peut étre utilisé sans aucun probléme dans les laboratoires d’analyse (Danja,
2016).

e Escherichia coli : Une bactérie caractérisée par une sporulation non facultative
anaérobie, elle se trouve dans l'intestin et les selles des animaux et des reptiles a sangs chauds

et le microbiote intestinal (Tenaillon, 2010).
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Neéanmoins, certaines souches d’E. coli ont été répertoriées comme pathogenes pour

I’Homme car responsables d’affections variées allant d’une simple diarrhée a des infections

systémiques parfois mortelles (Duniére et al., 2012).

e Pseudomonas aeruginosa : C’est 1’agent le plus pathogéne courant provoquant une
infection chronique (Pressler, 2011).
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Figure 17: Bactérie Bacilus subtilis. Figure 18: Pseudomonas aeruginosa.
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1.2 Activité antifongique .

Les antifongiques (ou antifungiques) tirent leur nom du latin fungus qui signifie
champignons, ce sont donc des médicaments capables de traiter les mycoses, c’est a- dire les

infections provoquées par des champignons microscopiques

Doite de péeri
Enscancuccemant de la gdlosc
en nappe parc 1ml de Finocuhen Gelose Muocller Hinton
Depol aseplgue d'un divgue
bubibe de Muile cssenticlle
=iy #: zove d'inhibition
———Croissmce microbienme

Figure 19: Les étapes de I'activité antifongique.

v/ Comment agissent les antifongiques ?

Un antifongique agira :

e Soit en s’attaquant directement a la paroi fongique, provoquant ainsi la mort de la cellule
(action fongicide)

e Soit en bloquant la division cellulaire arrétant ainsi les reproductions des champignons

(action fongistatique) (Tr Harrison, éd Flammarion).

.21 Les levures etudiées :
e Saccharomyces cerevisiae : est un genre de champignons ascomycetes ne donnant pas

de mycélium (levures) et comprenant un grand nombre d'espéces utilisées dans I'industrie
alimentaire comme agents de fermentation.

Est l'espece la plus connue, certaines souches servent a la fabrication de la levure de biére
employée pour I'ensemencement de liqueurs sucrées, destinées a fabriquer la biére ; et d’autres
souches servent a la fabrication de la levure de boulanger utilisée dans la fabrication du pain.
Les préparations commerciales d'ultra levure contiennent une autre levure Saccharomyces

boulardii utilisee comme probiotique.

48



CHAPITRE 3 les activités biologiques

shutterstwck

Figure 20: Saccharomyces cerevisiae.

e Candida albicans : est un genre de levures (dont I’espéce la plus importante est Candida
albicans) qui est répandu dans tout le monde habité et forme normalement un commensal
parfaitement toléré par I'nomme sain dans la bouche, sur la peau, dans le systeme digestif et
dans la flore vaginale, en fonction des espéces. Champignon pathogéne, il provoque parfois des
mycoses (candidiase ou candidose) chez les humains et d'autres animaux quand I'organisme est
affaibli.

Les espéces de Candida peuvent provoquer des infections assez bénignes, comme le muguet
buccal chez I'enfant ou la candidose vulvo-vaginale chez la femme. Chez les patients dont le
systeme immunitaire est affaibli, par exemple les patients recevant une chimiothérapie contre
le cancer ou les patients atteint par le SIDA, les Candida peuvent provoquer des infections plus
graves, comme des septicémies ou des candidoses digestives.

Dans lI'immense majorité des cas pathologiques, c'est Candida albicans qui est en cause, mais
sont également importants : Candida pseudotropicalis, cosmopolite comme le premier, Candida
tropicalis plus fréguemment a l'origine des candidoses des zones intertropicales chaudes et

humides, Candida parapsilosis et Candida guillermondii .

Figure 21: Candida albicans
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Chapitre 1 : matériels et méthodes

I Matérielles et méthodes :

.1 Matérielle végétale .
Le matériel végétal est constitué des fleurs seches de Hibiscus sabdariffa et les feuilles
d’Atriplex Halimus L, obtenus a partir des phytothérapeutes de wilaya de Blida.

Figure 22: Hibiscus Sabdariffa L Figure 23: Atriplex halimus L

1.1.1 Macération De La Matiére Végétale
La macération est une opération qui consiste a laisser La poudre de matériel végétal en

contact prolongé avec un solvant, Pour extrait les principaux actifs.
Le protocole d'extraction et le méme pour les deux especes
On prend :
- 1G du poids sec en poudre de chaque organe des deux Espece dans 50 ml S.M
(solution méthanolique).
- 0,5 du poids sec en poudre de chaque organe des 2 especes dans 20 ML de solutions
chloro formique.

- 0,5 g du poids sec en poudre de chaque des 2 espéce dans 10 ML de H2 so4 A 10% et
on agite 3 min.
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Atriplex

Figure 24: Méceration de la matiere végétale de chaque espéce pour les tests.

- On a laissé macérés dans des flacons de petite taille pendant 2 jours 48 h avec agitation
douce de temps a autre.

1.1.2 Extraction :

La méthode d'extraction que nous avons adaptée est la macération successives par solvants
MEOH (70%), La quantité de solvant Doit étre approprié a la quantité de De la matiere végétal
a extrait dans notre cas.

- 10 g de plantes hibiscus sabdariffa et 10 g de la plante Atriplex halimus sont broyés est

extrait par 100 ml de MEOH (70%), L’extraction est effectuée cette agitation continue
et en une température ambiante pendant 24h apres filtration sur papier filtre a I'aide d'un

entonnoir, les filtrats sont Additionner et concentré a sec par en évaporation Relatif.

Cette Extraction a permis d’obtenir un extrait organique brute qui sera récupérer dans des

boites de pétrie Stérile puis conserver jusqu'a l'utilisation.
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Figure 25: Filtration de I’extrais par Figure 26: Filtration de I'extrais par
rotavapeur de I'espéce Hibiscus rotavapeur de I’espéce Atriplex
Sabdariffa halimus.

" \ -

Figure 27: Extrais brutes concentrés de deux plantes.

.2 Tests phytochimiques :

Les tests phytochimiques sont des techniques qui permettent de déterminer le différent
groupe chimique continu dans un organe végétal, ce sont des réactions phytochimiques qui
peuvent identifier la présence des substances chimiques.

Et il existe plusieurs groupes phytochimiques dont les principaux sont :

4+ Les alcaloides
4+ Les polyphénols (flavonoides, tannins, quinone, anthraquinones. ..etc.)
4+ Les terpénes

+ Les stéroides
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1.2.1 Detection de polyphénols
Elles se réalisent a partir 2ml de I’extrait méthanolique de la plante Hibiscus Sabdariffa

et de I’ Atriplex Halimus Qui seront répartie bandit type étiquettes par organe, puis on ajoute
une goutte Des solutions aqueuses de chlore féérique f e cl 3 A 5%, la lecture se fera en quelques

minutes, qui montera des polyphénols par I'apparition de d'une couleur bleu noir étre au vert.

1.2.1.1 Détection de quinones :
Celle-ci utilisent des extrait d’éther au quel, on rajoute du NOH aqueux et on agite durant

5min, la présence des quinones est confirmée par un virage de la phase aqueuse au faune paille
(Ribérreau. 1968).

1.2.1.2 Détection des Anthraquinones :
L’extraie de chloroforme de chaque organe des 2 especes auquel on rajoute KOH aqueux,

apres agitation de 5 min, la phase aqueuse Un coloration rouge ou rose qui indique la présence

des anthraquinones (Riza, 1982).

1.2.1.3 Détection des flavonoides :

Un mélange de 2 ml d'extrait méthanolique et de quelques goutte d’HCL Avec 4 tournures
de mg Place dans un tube a essai Durand 3 min, I'apparition 2 la coloration rose, rouge au orange

indique la presence des flavonoides (Menaces,et pamelio,2003).

1.2.1.4 Détection des Anthocyanes :
v' Test de Bate -smith :

Traiter les extraits méthanolique Avec h cl concentré puis place au bain-marie
pendant 30 min un 70°c, La présence d’anthocyanes est confirmée par l'apparition d'un

couleur rouge ou brune.

1.2.1.5 Détection des tannins :
Les tannins sont Mise en évidence a partir de 1 ml d'extrait végetal étudier, placez dans un

tube a essai En présence de quelques gouttes de Fecl3 1% (Préparer au méthanol), Apres
agitation de I'extrait de quelques minutes la couleur vire :
+ Au bleu noir en présence de tannin gallique.

+ Eau brune verdet en présence de tannin caté chique (karumé et Al ,2004).
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1.2.2 Détection des Alcaloides :
Pour mettre en évidence les alcaloides, le réactif de Mayer A été préparer dans un flacon

opaque :
» 1 g de poudre végétal de chaque organe dont deux especes. On ajoute H2So04 a 10%, on
agite 3 min puis le filtrat et diviser dans trois tubes a essais :
> Tube 1 : témoin, Contenant uniquement l'extrait végeétal.
» Tube 2 : On ajoute 4 gouttes de dragendroff.
» Tube 3 : on ajoute 3 gouttes de Mayer.

La présence des alcaloides a été confirmée par les réactions suivantes :
» Un précipite blanc pour le réactif de Mayer.

» Un précipite orange pour le réactive de dragondroff.

Dragendroff

Figure 28: Réactif utilisés pour la détection alcaloides.

1.2.3 Detection des stérols et triterpens :
En met quelques millimétres d’extraits de chaque organe des 2 espéces, Hibiscus Sabdariffa

et Atriplex Halimus banc des boites a pétrie on a laissé Si j’ai pendant 24h a la température
ambiante, puis dissoudre le produit dans 12 ml de chloroforme, puis repartir le filtrat dans 4
tubes a essais :
» Tube 1: Témoin
» Tube 2 : Test De Salkowski
On ajoute 4 gouttes H2So4, le changement de coloration et immédiatement un anneau Rouge

indique la présence des stéroides insaturés.
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» Tube 3 : Test De Libermaun-Burchard :

Additions de 3 gouttes de I’anhydride, Aprés agitation on rajoute un goutte H2SO4
concentreé, le changement est observé en 1h : la coloration bleu vert indique la présence stéroide
Tendit que le rouge violette dératée la présence des triterpens.

» Tube 4 : Test De Badjet-Keddas :
Addition de quelques graines d’acide pratique I'apparition d'un coloration orange montre des

stéroides lactonique.

Figure 29: La premiére étape pour détecter les stérols, stéroides, tritérpénes.

1.2.4 Détection de coumarines :
+ Test de Détection :

1 g de materiel végetal on poudre et mélanger dans 10 ml de chloroforme aprés une agitation
de quelques minutes et une filtration dans de coton dans un entonnoir, ce filtrat est soumis a
une CCM.

La phase mobile est le mélange de toluéne et d’acétate d’éthyléne a 18ml et 7ml chacun.

La révélation des plaques se réalisent sous une lampe UV a la longueur d’onde utilisez 254

nm et 365nm (Erik et al,2008).

Figure 30: Le développement du chromatogramme.
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1.2.5 Chromatographie sur couche mince

1.25.1 Principe
Chromatographie d’adsorption sur couche mince permet d’analyser 1’avancement d’une

réaction (Erika Bourquet, 2008).

Lorsque la plaque sur laquelle on a déposé I’échantillon est placée dans la cuve, I’¢luant
(phase mobile) monte a travers 1’adsorbant (phase fixe) essentiellement par capillarité. Elle
repose sur le phénomeéne d’adsorption.

Les composés migrent a une vitesse qui dépend de leur nature et de la nature des deux
phases.

Elle comprend :

v/ La phase fixe : Une couche mince d’une matiere absorbante gel de silice fixée sur une

plaque en aluminium.

v' La phase mobile ou éluant : un solvant ou un mélange de solvants qui va entrainer les

composés a separer le long de la phase fixe.

Tableau 1: Les différents systémes solvants utilisés pour la CCM.

Systémes solvants Proportions

Systemes choisis 1-Acétate d’éthyle/Méthanol/Eau. 4- (12/2/1 ; viv)
Butanol/Acide acétique/Eau. (4/1/5 : VIv)

1.2.5.2 Dépodt de I’échantillon
L’échantillon est dilué dans un solvant volatil, qui est déposée a 1’aide d’une pipette pasteur

sur un point qui se situe a environ 1cm de la bordure inferieur de la plaque. Le dép6t doit étre
effectué de facon homogéne. (Cours de Me BOUCHOUKH).
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1.25.3 Développement de la plaque
C’est la migration de 1’¢éluant a travers la plaque.

% On doit préparer la cuve, elle doit étre préalablement saturée de la vapeur de 1’éluant.

= Onaplacer la plague dans la cuve verticalement.

=+ La cuve doit rester fermée et ne pas étre déplacée durant le développement de la plaque.

= Lorsque le front du solvant (le trait qui représente la migration de 1’éluant dans la plaque)
arrive a environ 2cm de I’extrémité supérieure de la plaque, on a retirer cette derniére de la

cuve et on a marquer avec un crayon le front du solvant avant I’évaporation de 1’éluant.

La plaque est séchée a I’air libre. (Cours de Me BOUCHOUKH)

Figure 31: Le développement de la plaque.

1.2.5.4 Révélation
» Révélation par UV :

La révélation des plaques se réalise sous une lampe UV a la longueur d’onde utilisée 254 et
365nm (Erik et Al., 2008). Si la plaque est fluorescente, sous une lampe UV, toute la plaque

apparait verte sauf la ou sont les taches que 1’on entoure au crayon.

Les dérivés aromatiques absorbent dans I’UV. Placer la plaque sous une lampe UV et

entourer les taches colorées (Levine S.G.,1990).
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.3 ACTIVITES BIOLOGIQUES

1.3.1  Activité antibactérienne
Pour évaluer cette activité, nous avons opté [D’activité antibactérienne de 1’extrait

méthanolique qui a été testé in-vitro par la méthode de diffusion sur gélose (Celiktas et al.,
2007) et (Sacchetti et al., 2005).

Les souches utilisées pour déceler I’activité antibactérienne des extraits d’Hibiscus

Sabdariffa L et Atriplex Halimus L. sont quatre souches :

Tableau 2: Souches testés dans I'activité antibactérienne

Les souches Milieux de Les durées Grams  Température

conservations

Bacillus Subtilis Eau 18 24 heures + 36+- 1°c 6633
physiologigque

Staphylococcus aureus Eau 18 24 heures + 36+- 1°C 6538
physiologigque

Pseudomonas Eau 18_24heures _ 36+-1° 9027

aeruginosa physiologique

Escherichia coli Eau 18_24heures 36+-1°C 8739

physiologigue

1.3.1.1 Echantillonnage
Nous avons choisi deux especes des plantes médicinales communes.

= Hibiscus Sabdariffa L. (Famille : Malvacée). Nommeée localement Karkadée

= Atriplex Halimus. (Famille : chénopodiacée). Nommée localement arroche halim et

pourpier de mer.

= Autre matériels.
Dans cette expérimentant nous avons utilisés les mateériels est présenté dans le tableau ci-

dessous.
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Tableau 3: Représente les matériels utilisés.

Verreries Appareils produits
Boites de pétris Bain Marie Eau distillée
Erlenmeyer Autoclave Meéthanol
Entonnoir Etuve Méthanol
Beécher Bec benzéne Eau physiologique
Pissette Balance de précision Milieu TSA(poudre )
Papier filtre Agitateur Milieu sabereud(poudre)
Tubes a essai Rota vape Milieu MH(poudre )
Falcon La haute. Pince Torchant

1.3.1.2 Préparation de milieu de culture
Dans notre travail nous avons utilisé comme milieu de culture, La gélose Mueller-

Hinton pour I’¢étude de la sensibilité des bactéries et le milieu Sabereud pour 1’étude de la
sensibilité des levures et le milieu TSA pour cultiver les souches bactériennes.
4+ Agitation de 40g de MH pour 1000ml d’eau distillée
4+ Agitation du 48.75g de Sabereud pour 750ml d’eau distillée.
4 Agitation du 20g de TSA pour 500ml d’eau distillée.

+ Verser les milieux dans des flacons pour la stérilisation.

A
™

Milieu MH Milieu TSA Milieu sabereud

Figure 32: Préparation des milieux cultures
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1.3.1.3 Préparation de I’inoculum :
Cultiver les 4 souches bactérienne séparément des boites de pétris contenant un milieu de

(TSA milieu gélosé de peptone de caséine et de Soja) a une Température comprise autres 30 a
35 °c Pendant une durée d'incubation approprié pour chagque souche entre 24 a 48 h pour E.
Coli et S. aureus,3-5jours et pour Baccilus. Sebtillus et pseudo. aeroginossa, transfére avec une
anse de platine des colonie bien isolée dans des tubes stériles contenant un bouillon non sélectif
TSE (solution tampon peptone au chlore de sodium a pH 7).

L’inoculum Doit étre utilisé dans les 15 min qui suivent sa préparation a la température

ambiante, ou dans les 2h s'il et conserver entre 2 et 8 °c (Pharmacopéee Européenne 8,0).

1.3.1.4  Préparation du milieu de culture :
Le milieu culture peut étre constitué de 2 couches :

Couler une premiere couche de 2mm d'épaisseur 15 a 20 ml répartie uniformément dans des
boites et laissez solidifiées, ensemencer un volume de 50 ml de milieu MH avec un ml de
suspension bactérienne friable ment préparer et bien mélanger, puis coulis une 2e couche

d'environ 4 ml de milieux encensés en une couche uniforme et lisse, puis lisez solidifier environ

30 min avant leur emploi (PhPharmacop Européenne 8.0)

Figure 33: Payasse de travail au laboratoire de bactériologie.
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1.3.1.5 Préparation des disques

Des disques de 9 millimétres de diameétre en été découpé de papier whatman n°1 Puis
autoclavées a 120 °C pendant 15 min a l'aide d’une pince stérile et sous une héte bien propre et
stérilise, les disques ont été déposeés sur la surface des milieux ensemencé et rapidement a I’aide

d’une micropipette les disques sont changés par 10 ml de chaque extrait préparé précédemment.

1.3.1.6 Incubation :

L’incubation se fait en 37 °C pendant 18 24h (osato ,2009 modifi¢) et (Choi et Al.2006),
une période de diffusion de 1 a 4h a température ambiante peut étre nécessaire afin de réduire
les effets d0 au décalage de temps entre 1’application des solutions sur les disques (Pharmacopeée

européenne 8. 0) les tests doivent étre répétés 3 fois.

1.4 Activité antifongique
Pour la réalisation de I’activité antifongique on a adopté la méthode de diffusion de disques

(méme méthode de I’activité antimicrobienne).

Ce test est réalisé au niveau du laboratoire microbiologie au société Saidal (Gue de

Constantine).

Tableau 4: Préparation des champignons.

Levures Milieu de culture Atcc incubation
Saccharomyces Sabereud 9763 48h
cerevisiae
Condida albicans Saberaud 10231 48h

1.4.1 Application

A I’aide d’une pince stérile les disques sont déposés a la surface d’un milieu ensemencé
(étalé) par une suspension fongique. Apres diffusion, les boites sont incubées fongique2 jours
a 37 °C. Apres I’incubation 1’effet des extraits se traduit par I’apparition autour de disque d’une

zone circulaire transparente correspondant a I’absence de la croissance.
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Chapitre 2 : résultats et discussion

| Résultats et discussion :
.1  Screening phytochimique des métabolites secondaires :
La mise en évidence de divers groupes de substance existants dans les deux espéces étudiées
a été basée sur des phénomeénes de précipitation ou de coloration par des réactions spécifiques.
Les tests de précipitations ont permis de mettre en évidence des différents métabolites
secondaires successivement les tannins et les alcaloides tandis que les tests de coloration en
solution pour mettre en évidence les flavonoides, les anthocyanes, les terpénes, les quinones et
les anthraquinones.
Les résultats des criblages phytochimique sont résumés dans le tableau ......
Il révele la présence ou I’absence d’un groupe de métabolite secondaire
e Réaction positive (+++) trés abondant.
e Réaction faiblement positive (++) moyenne.
e Réaction négative (-) Absent.
Les résultats sont consignés dans le tableau ci-dessous :
Métabolite secondaire dans les plantes leur confére la protection contre les bactéries, les
champignons et les attaques pesticide et sont donc responsable de 1’effet d’activité
antimicrobienne contre certains micro-organisme (MARJORIE 1999).

Tableau 5: Mise en évidence de la présence ou I’absence de certaines familles
de métabolite secondaire

Métabolite secondaire Hibiscus Sabdariffa L Atriplex Halimus L
Polyphénol ++ +
Flavonoide +++ +++
Anthocyanes +++ +
Anthraquinones = +
Quinones - i
Tanins - ++
Alcaloide - ++
Stérols + +
Terpéne + +
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1.1.1  Les polyphénols :

Le criblage des polyphénols a montré que les deux espece hibiscus sabdariffa et atriplex

halimus sont riche en polyphénol.

Les résultats obtenus révent que les extraits des deux plantes possedent presque les mémes
compositions chimiques. La caractérisation chimique des deux plantes a démontré la présence
des polyphénols sous forme de tanins, flavonoides, anthocyanes .. .etc.

Les méme extrais ont réagi positivement vis-a-vis du test chimique recherchant (tableaux ...).

Dans une étude faite sur onze plante médicinale dont hibiscus sabdariffa ont déterminé le

tanneur en polyphénols d’un extrait éthanolique 70 % ils ont trouvé que la tenure des
polyphénols est de 6.3 EAG/g, cette teneur est relativement élevée.

Cette différence dans les teneurs peut étre expliquée par les conditions environnementales
climatiques et période de collecte ainsi que par les facteurs génétiques et les conditions

expérimentales.

C el
s oW | ‘
‘ |__-

{ Hibiscus sabdariffa L } { Atriplex Halimus L ]

Figure 34: Détection des polyphénols
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1.1.1.1 Criblage des quinones et anthraquinones :

Les screening phytochimique a montré I’absence des quinons dans I’espece d’hibiscus
sabdariffa et Atriplex halimus est faiblement positif.

La réactif KOH utilisée pour la détection des anthraquinones a révélé que Atriplex Halimus
est faiblement positive en ces métabolites secondaire et il y a une absence d’anthraquinones
dans I’espéce Hibiscus Sabdariffa (tableaux 6).

(-) : Teste négatif

(+) : Teste faiblement positif

(++) : Teste positif

(+++) : Teste fortement positif

Tableau 6: Résultat de criblage des quinones et anthraquinones

Metabolite secondaire Hibiscus sabdariffa Atriplex halimus
Quinones - +
Anthragquinones - +

——

Hibiscus sabdariffa L [ Artiplex halimus L }

Figure 35: Détection des quinons
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L Hibiscus sabdariffa L J { Atriplex halimus L J

Figure 36: Détection des anthraquinones

1.1.1.2 Criblage des flavonoides et anthocyanes :
Les teste phytochimique ont élucidé que I’Atriplex halimus est fortement positive on

flavonoides par teneur 3.09 + 0.13 mg EG/g .et hibiscus sabdariffa par teneur 20.08 mg EG /g.
Le criblage phytochimique des anthocyanes a révélé une forte concentration de ces
molécules dans les deux plantes.
» Teste négatif : -
» Teste faiblement positif : +
» Teste positif : ++
» Teste fortement positif : +++

Tableau 7: Résultat de criblage de flavonoides et anthocyanes

Métabolite secondaire Hibiscus sabdariffa Atriplex halimus
Flavonoide +++ +++
Anthocyanes +++ +
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[ Hibiscus sabdariffa } [ Atriplex halimus }

Figure 37: Détection des flavonoides

[ Hibiscus sabdariffa L } [ Atriplex halimus L }

Figure 38: Détection des anthocyanes.
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1.1.1.3 Criblage de tanins :

Les tanins sont présents avec une intensité importante dans 1’extrait méthanolique. Sa
présence est confirmée par une réaction positive avec la solution de chlorure ferrique en donnant
une coloration bleu verdatre dans Atriplex Halimus L, il s’agit donc des tanins catéchique. Et

I’espece Hibiscus Sabdariffa L ne contint pas des tanins.

Tableau 8: Résultats de criblage des tannins

Métabolite Réactifs Hibiscus sabdariffa | Atriplex halimus
secondaire
Gélatine - ++
Tannins
Fecl3 - e

(-) : Teste négatif
(+) : Teste faiblement positif

(++) : Teste positif
(+++) : Teste fortement positif
Les travaux de (BANSO et ADEYEMO ,2007) ont démontré que les tannins isolés des plantes

médicinales possédent une activité toxique contre les champignons.

L Hibiscus sabdariffa L J L Atriplex halimus L J
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1.2 Criblage des alcaloides :

L’espéce Atriplex Halimus de la famille chénopodiacée parait riche en alcaloides. L hibiscus
sabdariffa de la famille Malvacée ne contiennent pas de ces drogues. Qu’on a observée avec un

précipite blanc pour le réactif du Mayer et un précipite rouge pour le réactif de Drangendroff.

Selon KEBILI ZOHRA (2016). Les tests préliminaires réalisées au préable ont permis de
mettre en évidence la présence des alcaloides et des composes phenoliques dans les deux plantes
les deux classes précédentes de métabolite secondaire sont connues pour leur importance
biologique. Les alcaloides sont dotés de propriétés pharmacologique et toxicologique marqué

alors que les composés phénoliques présent une large gamme d’activit¢ biologique

(BRUNTON, 2009 IKAN ,1991).

Tableau 9: Résultats de criblage des alcaloides

Meétabolites secondaire

Hibiscus sabdariffa

Atriplex halimus

Alcaloides

++

(-) : teste négatif

(+) : teste faiblement positif

(++) : teste positif

(+++) : teste fortement positive

Figure 39: Photographie des alcaloides d’Atriplex Halimus L
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1.3 Criblage des stérols et triterpénes :

Le test positif des stérols et triterpénes nous a montré leur présence dans les deux plantes
(Hibiscus Sabdariffa L, Atriplex Halimus L) avec une apparition d’un anneau rouge brun et une

couche surnageant de couleur verte.

Tableau 10:Résultats de criblage de stérol et triterpéne

Plante Tests Réaction
Hibiscus H2S04 (pendantl 1h) +++
sabdariffa Acide pecrique -

Gélatine ++
Plante Tests Réaction
Atriplex H2S04 (pendant 1h) +
Halimus Gélatine -

Acide pecrique +

(-) : teste négatif
(+) : teste faiblement positif

(++) : Teste positif

(+++) : Teste fortement positif

Figure 40:Criblage des triterpéns et stérols d’hibiscus sabdariffa L
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Figure 41:Criblage des tritérpéns et stérols de I’Atriplex halimus.

.4 Criblage de coumarines :
On a choisi la méthode de chromatographie sur couche mince pour la détection des

coumarines avec une révélation sous une lampe UV a deux longueurs d’onde utilisées (254 et
366mm).

Tableau 11: Montre que les deux plantes hibiscus sabdariffa et artiplex
halimus sont trés riches en différentes composés de coumarines

Espece Résultat
Hibiscus sabdariffa L ++
Atriplex Halimus L +
(-) : Test négatif (++) : Test positif
(+) : Test faiblement positif (+++) : Test fortement positif
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Espece Observation par UV 254 Observation par UV 366

Hibiscus
Sabdariffa L

Atriplex Halimus
L

Il Activité biologique :

11.1 Evaluation de Pactivité antibactérienne :

On observe que les différents types de souches réagissent difféeremment aux extraits
hydrométhanolique hibiscus sabdariffa L, et Atriplex halimus L. le diamétre de la zone
d’inhibition différe d’une bactérie a une autre et d’un extrait a un autre.

La variation de I’activité antibactérienne des extraits explique les variations de leurs

compositions climatiques.

Tableau 12: Taux d’inhibition de I’extrait hydrométhanolique de deux extrais
(hibiscus sabdariffa L, Atriplex halimus L).

Souche bactérienne EM Hib EM Atr
Staphylocoque aureus 1.7 1.9
Bacillus subtillus 0.00 0.00
Escherichia coli 2.8 15
Pseudomonas aeruginosa 3.4 0.00

v (Diametre du disque est inclus) les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures.
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Tableau 13: La sensibilité des souches bactérienne vis-a-vis les extraits.

Souche bactérienne EM Hib EM Atr
Staphylocoque aureus + ++
Bacillus subtillus - -
Escherichia coli ++ +
Pseudomonade areuginosa +++ -

Non sensible (-)

Sensible (+)

Figure 42: L’effet de I’extrais Hibiscus sabdariffa et Atriplex Halimus sur les souches
bactériennes a gram —
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Figure 43: L’effet de I’extrais d’hibiscus sabdariffa et Atriplex halimus sur les
souches bactériennes a gram +

L’extrait hibiscus sabdariffa réagie positivement au moins sur une des souches microbiennes
testées ce qui confirme qu’est douée de propriétés antimicrobiennes sauf pour la souche

Bacillus subtillus il y’a une absence de zone d’inhibitions.

Et pour I’extrait Atriplex halimus L réagie positivement au Staphylocoque sp et Escherichia

coli et pour Bacillus subtillus et Pseudomonas sp il y’a une absence de zone d’inhibition.

L’antibiogramme consiste a chercher la sensibilité des souches vis-a-vis des antibiotiques.
Les tableaux ... rapportes les valeurs en mm des zones d’inhibition manifestées par les

antibiotiques sont les différentes souches étudiées.

Quatre antibiotique standards sont testée sur quatre souche bactériennes gram (+) et gram (-).
On observe que les différents types des souches réagissent difféeremment aux antibiotiques et
aux extraits étudiés. Le diamétre de la zone d’inhibition différe d’une bactérie a une autre et
d’un extrait a un autre. La variation de 1’activité antibactérienne des extraits explique les

variations de leur composition chimique.
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Tableau 14: Antibiotiques testés sur les quatre souches.

Souches bactériennes Les antibiotiques
Escherichia coli Amoxicilline
Bacillus subtillus Céftazidine
Staphylocoque aureus Oxacilline
Pseudomonas areuginosa Gentamicine

Escherichia coli et Pseudomonas sp bactéries a gram négatif est plus sensibles a I’extrait
hydrométhanolique d’hibiscus sabdariffa de facon trés hautement significative par rapport a
I’extrait hydrométhanolique d’Atripex halimus L. pour la bactérie staphylococcus sp présente

le méme niveau de sensibilité dans les deux espéces. Pour la bactérie Bacillus subtillus est.

Graphique de comparaison entre les facteurs
bactéries de gram -

®m hibiscus

tre

e

= artiplex

diam

| B —

Bactérie

Figure 44: Sensibilité des 2 souches Gram (-) vis-a-vis des extraits EM.Hib et
EM.Atr

Solon (Naili et al 2010) a étudié I’activité¢ antibactérienne de 1’extrait Méthanolique des
plantes médicinales. Ils ont utilisé plusieurs souches les résultats obtenus dans cette etude ont

montré que cet extrait possédé un effet inhibiteur sur la plupart des bactéries étudies.
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1.2 Evaluation de P’activité antifongique
L’activité antifongique est révélée par I’absence ou la présence de la croissance mycélienne.
Avec les différent extraits hydrométhanolique des deux plantes hibiscus sabdariffa L et Atriplex
halimus L. et les différentes souches, on observe que la croissance mycélienne et remarquables

aprés 48h mais en diamétre différents.

Tableau 15: Zones d’inhibition des souches fongique en présence de I'EM Hib
et I'EM Atr

Levures EM Hib EM Atr
Saccharomyces 0 0
Candida albicans 2 0

Figure 45:L’effet de I’extrais d’hibiscus sabdariffa et Atriplex halimus sur les
candida albicans

Figure 46: L’effet de I'extrais d’hibiscus sabdariffa et Atriplex halimus sur
saccahromyces

78



CHAPITRE 2 résultats et discussion

Graphique d'intraction entre les facteurs
souches et les extraits

®m hibiscus

artiplex

il

diametre

SOUCHE

Figure 47: Sensibilité des deux souches fongique envers les différents extraits
de hibiscus sabdariffa L et Atriplex halimus L.

L’activité antifongique d’extrait méthanolique peut étre expliqué par I’cffet synergique entre

les différents composes d’extrait. En effet les composée majoritaires sont souvent responsables

de I’activité antifongique de cette extrait (Giordani et al ;2008).

Ces criblages ont montré que tous les extraits des plantes testés possédent des propriétés
antibacteriennes intéressantes ceci explique 1’utilisation de ces plantes en médecine populaire
pour le traitement de diverses maladies dont les symptémes peuvent implique des maladies
infectieuses. Par conséquent, afin d’élucider le composé actif responsable, nous avons

actuellement lancé un fractionnement bio guidé des extraits.

79



CONCLUSION :



Conclusion

CONCLUSION :

De nos jours un grand nombre de plantes aromatique et médicinales possédé des propriétés
biologique trés importantes qui trouvent de nombreuse application dans divers domaine a savoir
en médecine ,pharmacie , cosmétologie et I’agriculture .ce regain d’intérét vient d’un part du
fait que les plantes médicinal représentent une source inépuisable de substances bioactives , et
d’autre part les effet secondaires induits pour les médicaments inquiétent les utilisateur qui se
rentrent vers des soins moins agressifs pour 1’organisme .

Dans le présent travail, différents aspects d’hibiscus sabdariffa L et Atriplex halimus L ont
étés étudiés quelque propriétés phytochimique et activités antibactérienne et antifongique des
deux extraits bruts.

Le screening phytochimique a mise en évidence diverses classes de métabolite secondaires
dans les deux plantes : alcaloides, polyphénol, tannins, tritérpenes, les flavonoides et les
anthraquinones, quinones sont caractérisée selon les tests présents dans les deux plantes.

L’activité antibactérienne a été déterminée sur quatre souche bactérienne selon la méthode
de diffusion de disque. Les résultats indiquent que les deux extraits possedent une activité
antibactérienne sur staphylocoque sp et Escherichia coli et pseudomonace sp sauf Bacillus

subtillus qui manifeste une résistance pour les deux extraits.

A la suite de ces résultats, il serait donc intéressant d’étendre 1’éventail des tests
antibactérienne ainsi I’ensemble de ces résultats obtenus in vitro no constitue qu’une premicre
¢tape dans la recherche de substances d’origine naturelle biologiquement active, une étude in
vivo est souhaitable pour obtenir une vue plus approfondie sur les activités antibactérienne et

antifongique des extraits de ces plantes.
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Liste des abreviations

KOH Hydroxyle de potassium

Fecl3 Chlorure de fer

H2So04 Sulfate d’hydrogéne

MEOH Méthanol

HCL Chlorure d’hydrogéne

CCM Chromatographie sur couche mince

TSA Tryptone soja

MH Muller-Hinton

Cm Centimetre

M Métre

C° Le degré Celsius

Mm Millimetres

G Gramme

Mg Milligramme

Kg Kilogrammes

% Pourcentage

uv Ultra-violet

Hm Micrometre

H Heur

Min Minutes

Mi Millilitre

Et al Autre auteur

EM Extrait méthanolique

EM Hib Extrait méthanolique d'hibiscus
sabdariffa

EM Atr Extrait méthanolique d’ Atriplex
halimus

MS Matiere seche




