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Resume

Le ciste cotonneux (Cistus albidus L.) est une plante méditerranéenne largement utilisée en
médecine traditionnelle pour ses propriétés thérapeutique.

Notre travail vise a faire une étude ethnobotanique, phytochimique et pharmacologique
(I’activité antioxydant, antibactérienne) de 1’extrait aqueux et methanolique des feuilles du
Cistus albidus L. récolté dans la région d’Elhamdania.

L’¢tude ethnobotanique realisédans la wilaya de Tipasa ; Blida et Boumerdess a montré que
le ciste blanc est presque inconnue par la population algérienne. Notre enquéte montré que
seul 8% de population questionnée connait la plante et 1’utilise pour traiter le diabete, les
boutons et les trouble d’estomac.

Les tests phytochimiques réalisés ont permis de mettre en évidence des flavonoides, des
tanins, des stérols et triterpenes dans les feuilles de la plante ainsi que la présence des leuco-
anthocyanes,des coumarines et des saponines.

L’extrait aqueux et methanolique des feuilles ont un effet antioxydant comparable a celui de
I’acide ascorbique avec un concentration inhibitrice de 50% de 0.32 mg/ml, 0.09 mg/ml et
0.15 mg/ml respectives.

Le test antimicrobien de 1’extrait aqueux a 0.2mg/ml et 0.5mg/ml a révélé que cet extrait a un
effet antibactérien modéré sur Staphylococcus aureus et Enterobacter feundi avec des zone
d’inhibition Imm?2 et 11 mm respectivement. L’extrait méthanolique des feuilles du C.
albidus a 50mg/ml et 200mg/ml a montré un trés bon pouvoir antimicrobien contre E. coli,
staphylococcus aureus, Aspergillus spp et serratia marcescenc avec des zone d’inhibition

17mm, 25mm, 30mm et 17mm respectivement.

Mots clés : Cistus albidus, L’extrait aqueux, extrait methanolique, antioxydant,

antimicrobien.



Abstract

The cottony cistus (Cistus albidus) is a Mediterranean plant widely used in traditional medicine for
its biological properties.

Our work is to do an ethnobotanical, phytochemical and pharmacological studies (the antioxidant
activity, antibacterial activity) of the aqueous and methanol extracts of cistus albidus L, collected
in the region of El hamdania.

Ethnobotanical study in Tipaza, Blida and Boumerdess conducted showed that the white rock rose
is almost unknown by the Algerian population, our survey show that only 8% of the questioned
people know the plant and uses it to treated diabetes, buttons and stomach disorders.

The phytochemical tests conducted have made it possible to evidence flavonoids, tannins, sterols
and triterpenes in the leaves of the plant and the presence of Laucoantocyanes, coumarin and
saponins.

The aqueous extract and methanolic sheets have comparable antioxidant effect to that of ascorbic
acid with an IC of 0.32mg / ml, 0.09mg / ml and 0.15mg / ml respictivement.

The antimicrobial activity of aqueousextracts at 0.2mg/ml and 0.5 mg/ml is provided provided with
a antimicrobial capacityoverlooked Staphylococcus aurusandEnterobacter freundi. The
methanolicextracts ofCistus albidus sheets at 50mg/ml and 200mg/ml are provided with a
antimicrobial capacity very intérissnat overlooked, Escherichia coli, Staphylococcus aurus, Serratia
marcencis, Aspergillus spp.

Key words :Cistus albidus, The aqueous extracts, methanolicextracts, ,the antioxidant,
antibacterial.
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Introduction

Introduction

Le XXI ®M siecle s’annonce comme étant un si¢cle extraordinaire en matiére de santé, plus

précisément dans le regne végétal. Pour cette raison, la mise en valeur de certaines plantes
médicinales sera d’un grand support pour 1’industrie pharmaceutique et aura un impact économique

(Lesely, 1997).

L’ Algérie recéle d’un patrimoine végétal important par sa richesse et sa diversité dans les régions
cotieres, les massifs montagneux, les hauts-plateaux, la steppe et les oasis sahariennes ; on y trouve
plus de 3000 espéces végétales. Parmi ces ressources naturelles les plantes aromatiques et
médicinales occupent une large place et jouent un grand réle dans 1’économie nationale. Elles sont
utilisees dans différents domaines : industrie alimentaire, conserverie, pharmaceutique et
phytothérapie (Duraffourd et al ., 1997).

Le recours a la phytothérapie en Algérie a connu un regain tres important aupres de la population et
ce pour les resultats édifiants, connu et reconnu par une tres grande branche de la population. Nos
chercheurs ne cessent de recourir & la recherche profonde afin de découvrir ces plantes naturelles

qui continuent d’aider et de traiter plusieurs pathologies (Ould EI Hadj et al., 2003).

Les recherches scientifiques s’intéressaient aux composés des plantes qui sont destinés a
I’utilisation dans le domaine phytopharmaceutique. Les molécules issues des plantes, dites
naturelles, sont considérées comme une source tres importante de médicaments; sachant que plus de
120 composés provenant de plantes sont utilisés en médecine moderne et prés de 75% d'entre eux
sont appliqués selon leur usage traditionnel. L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime
environ 80% des habitants de la planéte ont recours aux médecines traditionnelles a base de plante

en tant que soins de santé primaire (Berubé ,2006).

La valorisation des plantes médicinales et aromatiques, est un domaine particulierement
intéressant a développer car c’est une source de produits a haute valeur ajoutée. C’est le but pour
lequel nous nous sommes intéressés a la mise en valeur du Cistus albidus appartenant a la famille

des Cistaceae. Le travail qui nous a été confié consiste a :
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Réaliser une enquéte ethnobotanique dans la wilaya de tipasa et blida pour récolter le
maximum d’information sur I’utilisation traditionnelle de cette plante.

Chercher les familles des métabolites secondaires de cette espece par I’extraction de I’huile
essentielle et le screening phytochimique.

Tester I’activité antioxydante de I’extrait aqueux et méthanolique des feuilles du C. albidus.

Estimer le pouvoir antibactérien des extraits des cette espece.
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I.1.Historique

La famille des Cistacées est une famille de plantes dicotylédones qui comprend moins de

200 especes et maximum dix (10) genres ; selon le centre Américain de 1’Information
Biotechnologique, cette famille présente (8) genres incluant, Cistus, Crocanthemum, Fumana,
Halimium, Helianthemum, Hudsonia, Lecheaet Tuberaria. Ce sont des arbustes, des plantes
herbacées, poilues ou velues, pérennes ou annuelles, a feuilles simples souvent opposées, a
fleurs solitaires ou en cymes, a cing pétales libres des régions tempérées a sub-tropicales
surtout présents autour du bassin méditerraneen (Isrin, 1997).

I.1.1. caractéres botanique :

1.1.1.1.Appareil végétatif

Ce sont des arbustes, des arbrisseaux, des herbes vivaces ou annuelles, a poils généralement étoilés
ou écailles peltées.Les feuilles, persistantes chez Cistus, sont opposées, ou rarement alternes ou

verticillées, simples, entieres, pennées mais parfois réduites a une seule nervure (Botineau, 2002).
1.1.1.2.Appareil reproducteur

L’inflorescence peut étre une cyme, mais souvent réduite a une fleur solitaire, terminale ou

auxiliaire.

Les fleurs sont régulieres (excepté au niveau du calice), hermaphrodites. Le calice posséde, soit 5
sépales inégaux avec les 2 sépales externes plus étroits, soit seulement 3 sépales.Ces piéces sont
libres ou soudées. La corolle présente 5(3 chez Lechea) pétales libres, imbriqués, rapidement
caduque. Elle montre de nombreuses étamines (Botineau, 2002).

La pollinisation est entomophile. Un disque nectarifere est présent. Mais certains Helianthemum et

Cistus présentent des fleurs cléistogames.
L’ovaire est forme de 3 carpelles (parfois plus) soudés en un ovaire supere uniloculaire

Le fruit est une capsule loculicide, contenant de petites graines (Botineau,2002).
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1.2. Etude de la plante (Cistus albidus L.)

1.2.1.Etymologie

Venant du latin albus —blanc-albidus indique la couleur du feuillage (Beniston, 2007).
Du grec, Kistos : boite, capsule (allusion aux fruits) (Rameauet al., 2008).

C’est un arbrisseau de 40 cm a 1 m d’hauteur(Paolini, 2005).Arbrisseau persistant des régions
méditerranéennes et des Canarie. 1l a un aspect blanchatre et cotonneux, trés ramifie (Silk et al,
2011). C’est uneplantes caractéristique de la région méditerranéenne que 1’on trouve dans les
garrigues, maquis et foréts clairsemées, sur tout type de sol, mais de préférence calcaire (Silk et al.,
2011).

Les Feuilles de Cistus albidus sont opposées, sessiles, plates, entieres, vert blanchatre et
cotonneuses sur les 2 faces. Elles embrassent légerement la tige, de 2 a 6 cm de long sur 0,5 a 2 cm

de large, elles montrent 3 nervures paralléles trés marquées sur la face inferieure (Silk et al., 2011).

Lesfleurs sont rouge- rosés intense, de 4 a 6 cm de diametre, isolées ou groupées parfois jusqu’a 7,
disposees aux extrémités des branches. Le pédoncule peut atteindre jusqu’a 2 cm de long (2 fois
plus long que le calice), 5 pétales fripés, 2 a 3 fois plus longue que le calice tombant en quelques
heures ; 3 sepales ovoides et cotonneux ; étamines jaunes trés nombreuses ; styles aussi longs que
les étamines (Silk et al., 2011).

Le fruit est une capsule ovoide a 5 valves de 7 mm de long (Marie et Polese, 2007).
Floraison est entre Févrieret mai (Beniston 2007).
1.2.2. Classification de plante :

Le Cistus albidus, a été décrit par Guignard et introduit dans sa classification en 2001
(Guignard, 2001):

* Regne Planteae
« Embranchement : Spermaphytes
» Sous-embranchement : Angiospermes


AgwATgK%22Rameau
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+ Classe Eudicots ou Eudicotylédones
» Sous-classe : Rosidées (Eurosidées)

* Ordre: Malvales

*  Famille: Cistacées

« Genre: Cistus

» Espéce: Cistus albidus

1.2.3. Composition chimique

La majorité des études phytochimiques effectuées sur un nombre importantd’especes de la
famille des Cistacées montre la richesse ainsi que la diversité structuralede ces derniéres en
métabolites secondaires incluant en particulier les terpenes et les composés phénoliques. Elles
contiennent principalement les flavonoides, et les tanins enfaibles quantités(Bouzergoune,2014).
Le Cistus albidus contient des flavonoides, des saponines, des terpenes et des résines (San Andrés
et al., 2000).

1.2.4. Propriétés thérapeutiques de la plante :

En médicine traditionnelle le décocté des feuilles de Cistus albidus est utilisé pour apaiser les
douleurs gastriques et comme hypoglycémiant. En cataplasme, on 1’emploie contre les abces. Les

feuilles sont également utilisées, en infusion dans du thé, comme digestif (Lahsissene et al.,2009).

En Algérie, les feuilles et les fleurs du Cistus albidus servaient autrefois de remede contre la

dysenterie ; elles étaient aussi utilisées pour soigner les plaies (Beniston 2007).

1.3. lesMétabolites secondaires

1.3.1.Définition et fonctions des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires des végétaux peuvent étre définis comme des molécules indirectement
essentielles a la vie des plantes, par opposition aux métabolites primaires (glucides, lipides et
protéines) qui alimentent les grandes voies du métabolisme basal (Cuendet, 1999 ; Gravot, 2008).
Les métabolites secondaires, issus de métabolites primaires interviennent dans la structure des
plantes mais également, elles exercent une action déterminante sur I’adaptation des plantes a leur

environnement (Gravot, 2008; Kansole, 2009). Ils participent ainsi, d’une maniére tres efficace,
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dans la tolérance des végétaux a des stress variés, par action anti-herbivore, inhibition des attaques
pathogénes des bactéries et des champignons, prédation d’insectes, défense contre la sécheresse et
lumiere UV. Mais ils peuvent étre antinutritifs, Beaucoup de métabolites secondaires a certaines
concentrations sont toxiques, ils sont alors stockés dans des vesicules spécifiques ou dans la
vacuole. D’un point de vue appliqué, ces molécules constituent la base des principes actifs que 1’on
retrouve chez les plantes médicinales (Gravot, 2008 ; Thomas, 2009). 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 d’agents thérapeutiques (Thomas, 2009).
1.3.2.Classification des métabolites secondaires
Les métabolites secondaires sont produits en tres faible quantité, il existe plus de200 000
métabolites secondaires(Cuendet, 1999 ; Vermerris, 2006). On distingue trois classes principales :
1.3.2.1. Composés phénoliques
Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents chez toutes les plantesvasculaires
(Lebham, 2005). Ils constituent un des groupes le plus nombreux et largementdistribué des
substances dans le royaume des végetaux avec plus de 8000 structuresphénoliques présents dans
tous les organes de la plante. Ils résultent bio génétiquement dedeux voies synthétiques principales:
la voie shikimate et acétate (Lugasiet al, 2003).L'élément structural de base est un noyau benzoique
auquel sont directement liés un ouplusieurs groupes hydroxyles, libres ou engagés dans une autre
fonction chimique (éther,méthylique, ester, sucre...) (Bruneton, 1993).
Les composés phenoliques sont des molécules hydrosolubles et ont divers effets sur la physiologie
végetale de part leurs actions antibactériennes et antifongiques. Ils participent a la pigmentation des
fleurs, des légumes et dequelques fruits (raisins, agrumes, etc...). Certains d’entre eux sont
responsables d’amertumeet d’astringence (Adrian et Frangne, 1991 ; Milane, 2004).
Les fonctions principales attribuées a ces composés chez les végetaux sont laprotection contre les
pathogenes et les herbivores ainsi que la limitation des dommages dusaux radiations UV. Dans ce
cas, ils agissent par effet d'écran et par effet antioxydant(Lebham, 2005).
1.3.2.1.1. Classification des composés phénoliques

v' Coumarines
Les coumarines, de différents types, se trouvent dans de nombreuses espéces végétales et possédent
des propriétés trés diverses, certains contribuent a fluidifier le sang alors que d’autres soignent les
affections cutanées (Isrine, 2001), ils présentent aussi une activité antimicrobienne (Lansing et al.,
2003).
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v" Quinones
Ce sont des substances colorées et brillantes, en général rouges, jaunes ou orange etpossédant deux
fonctions cétones. On trouve les quinones dans les végétaux, leschampignons et les bactéries. Les
organismes animaux contiennent également des quinones,comme par exemple la vitamine K, qui est
impliquée dans la coagulation du sang. Lesquinones sont utilisées dans les colorants, dans les
médicaments et dans les fongicides(Kansole, 2009).

v' Tanins
Les tanins sont des polyphénols que l'on trouve dans de nombreux végétaux tels queles écorces
darbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...). Leur structure complexe estformée d'unités
répétitives monomeériques qui varient par leurs centres asymétriques et leurdegré d’oxydation
(Hemingway, 1992).
Les tanins sont divisés en deux groupes :

e Lestanins condensés, formés de pro anthocyanidines (sous forme d'oligomeéres)

e Les tanins hydrolysables, esters des acides phénols et de glucose (Hemingway, 1992).

v" Anthocyanes
Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et Kuanos, bleu violet) terme général quiregroupe les
anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés. Ces molécules faisant partie de lafamille des
flavonoides, sont capables d'absorber la lumiére visible, ce sont des pigments quicolorent les plantes
en bleu, rouge, mauve, rose ou orange. Leur présence dans les plantes estdonc détectable a I'oeil nu.
A l'origine de la couleur des fleurs, des fruits et des bais rouges oubleues, elles sont généralement
localisées dans les vacuoles des cellules épidermiques, quisont 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 sontdu aux anthocyanes et aux caroténes qui ne sont
plus masqués par la chlorophylle (Bassas etal, 2007).

v Flavonoides
Le terme flavonoide (de flavus, «jauney> en latin) représente une trés large gamme de composés
naturels appartenant a la famille des polyphénols (Bouakaz, 2006). Ils constituent des pigments
responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végetaux (Havasteen,
2002 ; Medicet al., 2004 ; Fiorucci, 2008). Ces diverses substances se rencontrent a la fois sous
forme libre (aglycone) ou sous forme de glycosides. On les trouve, d’une maniére générale, dans
toutes les plantes vasculaires (Ribereau, 1968 ; Nijveldtet al., 2001 ; Erlund, 2004), ou ils

peuvent étre localisés dans divers organe : racine, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits. Ils jouent un
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réle important dans la protection des plantes (Bruneton, 1999). Les flavonoides se trouvent
également dans plusieurs plantes médicinales. Des remedes a base de plantes renfermant ces

composes sont utilisés en médecine traditionnelle a travers le monde entier (Delporte et al.,1999).

1.3.2.2.Alcaloides

Les alcaloides sont un groupe de composés azotés et faiblement basiques issusprincipalement des
végeétaux. lls présentent des réactions communes deprécipitation. Ils sont détectés par des réactions
générales de précipitationfondées sur leur capacité de se combiner avec des métaux(Kansole,
2009).

1.3.2.3. Terpénoides

Le terme de terpénoides est attribué a tous les composés possédant une structure moléculaire
construite d’un monomere a 5 carbones appelé isopreéne, ces composés sont majoritairement
d’origine végétale (Malecky, 2005).1ls sont synthétisés par les plantes, organismes marins, les
champignons et méme les animaux (Benaissa, 2011). L’exploitation de ces composés s’effectuait
sous forme d’huiles extraites de plantes (huiles essentielles) (Harbone, 1998 ; Bruneton, 1999 ;
Klaas,2002 ; Malecky, 2005).

1.3.3. Définition des huiles essentielles

Une huile essentielle est 1’essence extraite de la plante aromatique par différents procédés
(distillation a la vapeur d’eau, hydrodistillation, hydro diffusion, extraction par des fluides

supercritiques) (Fabienne Millet, 2013).

La réglementation ne retient actuellement que le terme d’huile essentielle, défini par Ia
pharmacopée européenne comme « produit de composition généralement assez complexe,
renfermant des produits volatils contenus dans les végétaux, plus ou moins modifiés au cours de la

préparation (Fabienne Millet, 2013).
I. 3.3.1. Roles des huiles essentielles :
Les fonctions des huiles essentielles sont multiples :

v" Protection contre les prédateurs de la plantes.
v’ Attraction des insectes polinisateurs.
v Inhibitions de la germination et de la croissance.

v"Inhibition de la multiplication des bactéries et des champignons (Gerhard, 1993).
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v" Chaque huile essentielle a des propriétés spécifiques : antiseptique, revitalisante, calmante,
antidouleurs, tonique, circulatoire, antifatigue, régenératrice de la peau, amincissant,
carminative, émolliente et adoucissante (Gros jean, 2007).

v' Les huiles essentielles sont une source inépuisable de remeédes naturels. Leurs merveilleux
pouvoirs, leur réservent de grandes perspectives dans le secteur économique mondial (El
Abed et Kambouche, 2003).

1.3.3.2. Propriétés physiques des huiles essentielles:

Selon (Bardeau,1976 ;Legrand,,1978 ;Lemberg,1982 ;Bruneton,1999), les huiles essentielles
possédent en commun un nombre de propriétes physiques :

e Flles sont solubles dans 1’alcool, 1’éther, le chloroforme, les huiles fixes, les émulsifiants et
dans la plus part des solvants organiques. Elles sont peu solubles dans 1’eau a laquelle,
toutefois elles communiquent leur odeur.

e Leur point d’ébullition varie de 160 a 240°C.

e Leur densité est en genéral inférieure a celle de 1’eau, elle varie de 0,75 a 0,99 (les huiles
essentielles de sassafras, de girofle ou de cannelle constituent des exceptions).

e Elles ont un indice de réfraction élevé.

e Elles sont dextrogyres ou lévogyres, rarement inactives sur la lumiere polarisée.

e Elles dissolvent les graisses, I’iode, le souffre, le phosphore et réduisent certains sels.

o Elles sont tres altérables et sensibles a I’oxydation (mais ne rancissent pas)

e Ce sont des substances de consistance huileuse, plus ou moins fluides, voir rétinoides tres
odorantes et volatiles.

e A température ambiante, elles sont genéralement liquide, incolores ou jaunes pales. Il existe,
cependant, quelques exceptions, tel que 1’huiles essentielle a azuléne de coloration bleue.

e Ce sont des produits stimulants, employés a I’intérieur, comme a I’extérieur du corps,

quelquefois purs, généralement en dissolution dans 1’alcool ou un solvant adapté.
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Notre stage pratique s’est €talé sur une période de trois mois, de mars jusqu’au mois de juin 2016.

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

-Une enquéte ethnobotanique dans la région de Blida (Faculté des Sciences de la nature et de la vie

et Tipaza (Bou Ismail, Kolea, Chaiba, Khmisti, Bourkika, Hadjout) réaliser sur 60 personnes.

-laboratoire de pharmacotoxicologie du Centre de Recherche et de Développement(CRD) El
Mohammadia pour la réalisation le screening phytochimiques, 1I’extraction de 1’huile essentielle, le

test antimicrobien et polyphénols totaux.
I1.1. Matériel

11.1.1. Matériel biologique

11.1.1.1. Matériel végétal

Notre étude a été réalisée sur les feuilles de Cistus albidus L. qui ont été récoltées durant deux
périodes(le mois février et de mars 2016), dans la région d’El Hamdaniya, wilaya de Médéa,
I’altitude de cette zone est de 380 m (par rapport au niveau de la mer). Nous avons recolté les pieds
de la plante de maniére aléatoire pendant un temps ensoleillé. Pour notre étude nous avons recolté4

kg de feuilles fraiches.

Les feuilles ont été séchées a 1’obscurité et a température ambiante, d’endroit aéré pendant 25 jours.

Une fois séchées, les feuilles ont été broyées et conservées dans des boites sombres et bien fermées.
v Micro-organisme:

Pour la réalisation de ’activité antimicrobienne, nous avons utilis¢é des souches de référence

figurent dans le tableau ci-dessous :

Tableau I : Micro-organismes utilisés dans le test antimicrobien.

Souches microbiennes Type Références
(ATCC)
Escherichia coli Gram négatif 8739
Staphylococcus aureus Gram positif 6538
Bacillus subtilus Gram positif 6633
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Pseudomonas aeruginosa Gram négatif 9027
Candida albicans Une moisissure 10231
Sacharomyces cerevisiae Une levure 9763
Serratia marcescenc Gram négative Souche
hospitaliére
Proteus vulgaris Gram négative
Klebsiella pneumoniae Gram négative Souche
hospitaliére
(Prélevé de
I’urine)
Enterobacter freundi Gram négative Souche
hospitaliére
Aspergilus.spp Champignon 16404

11.1.2.Matériel non biologique

La verrerie, les appareils et les réactifs utilisés sont portés en annexe I.

11.2.Méthodes :

11.2.1. Enquéte ethnobotanique :

Le but de notre enquéte est de recueillir le maximan d’information sur la connaissance et

I’utilisation traditionnelle du Cistusalbidus L. Pour cela nous avons réalisé une enquéte sous forme

d’un questionnaire sur terrain (questionnaire dans annexe Il) dans différentes regions de la wilaya

de Tipaza (Bou Ismail, Kolea, Chaiba, Khmisti, Bourkika, Hadjout) et la wilaya de Blida (Faculté

des Sciences de la nature et de la vie).

Notre questionnaire est adressé a 120 personnes de la population choisies au hasard des deux sexes,

de différents ages et de différents niveaux intellectuels.
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11.2.2. Evaluation du taux d’humidité :

Nous avons déterminés le taux d’humidité de ciste blanc par la méthode de DEAN STARK en

1920 il est utilisé le Soxhlet (schéma en annexe I1).
v Principe :

Le solvant d’extraction est porté a ébullition. Ces vapeurs traversent le soxhlet. Sont condensées au
niveau du réfrigérant et s’écoulent a travers de 1’échantillon dans la cartouche. Ce systéeme de
distillation-condensation assure au solvant une circulation en continu dans 1’échantillon. Un siphon
permet au solvant de s’écouler de la cartouche pour retourner dans le ballon. Le solvant peut donc
recommencer un nouveau cycle d’évaporation condensation. Cette méthode est utilisée pour

I’extraction des composés non volatils et semi volatils.
v" Mode opératoire :

On introduit 20g de matiére seche dans un ballon de 250mlet on verse ensuite 50ml de toluene
(C7HS), le ballon est surmonté d’un réfrigérant. Le tout est porté a ébullition, I’opération est
interrompue quand le volume d’eau est constant dans la burette et que le mélange devient limpide.
A la fin de I’opération, nous augmentons le chauffage dans le but de récupérer toutes les gouttes
d’eau déposées sur les parois de réfrigérant. Apres refroidissement, le volume d’eau est mesuré et le

taux d’humidité est calculé selon la formule suivante :
TH=V/Mvs.100

TH: Taux d’humidité.

Muvs : Matiére végétale seche.

11.2.3. Extraction des huiles essentielles de Cistusalbidus L.

L’extraction des huiles essentielles de Cistusalbidus L. a été faite par une hydrodistillationpar

I’appareille de Clevenger (figure 9, annexe 1).
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v Principe :

Les vapeurs chargés des substances volatiles traversent le réfrigerant se condensent puis elles sont
récupérées dans une ampoule a décanter.Le mélange est laissé au repos quelques minutes, ce qui

résulte I’apparition de deux phases, I’une est organique (huiles essentielle) et I’autre est aqueuse.
v" Mode opératoire :

100g de la poudre des feuilles sont mis dans un ballon de 2 litres additionnées de I’eau jusqu’au 2/3

de volume du ballon, I’ensemble est porté a ébullition pendant environ 3 heures.

Apres I’extraction nous avons mélangé 2 volumes de 1’hydro distillat avec 1 volume d’éther dans
une ampoule a décanter, aprés 6 heures de repos, nous avons récupéré la phase héthérée dans un

bécher que nous avons laissé¢ s’évaporer sous une hote chimique.
11.2.4. Screening phytochimiques selon le protocole de CRD
v" Infusion

Dans un ballon surmonté d’un réfrigérant, 10 g de matériel végétal est mis en présence de 60 ml
d’eau. L’ensemble est porté a reflux pendant une heure. Ensuite, le mélange est filtré et I’extrait

aqueux est soumis aux tests suivants :
» Amidon

Chauffer 5 ml de I’extrait aqueux avec 10 ml d’une solution de Na CI saturée dans un bain-marie
jusqu’a ébullition ; Ajouter quelques gouttes du réactif d’amidon, (Annexe 1). Un test positif est

révélé par I’apparition d’une coloration bleue violacée (Bruneton, 1999).
» Saponosides

La détection des saponosides est realisée dans un tube dans lequel on introduit 5 ml d’HCL a 0,1N
et le deuxiéme tube 5 ml de NaOH 0,1N, puis on rajouté dans chacun 2 a 3 goutte de I’extrait
aqueux, la solution est fortement agitée. Ensuite, le mélange est laissé pendant 20 minutes et la

teneur en saponosides est évaluée :
* Pas de mousse = test négatif

* Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif
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* Mousse de 1-2 cm = test positif
» Mousse plus de 2 cm = test tres positif (Trease et Evans, 1987)
» Tanins

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant a 5 ml de I’extrait aqueux 1 & 2 gouttes de
solution de FeCl3 diluée. L apparition d’une coloration bleue-noir indique la présence des tanins
(Trease et Evans, 1987)

» Anthocyanes

La détection des anthocyanes est réalisée par 1’addition de quelques gouttes de Hcl a 5 ml d’extrait
aqueux. Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration rouge (Debrayb et al, 1971 ;
Paris et al, 1969).

» leuco anthocyanes

On ajoute 20 ml de mélangePropanol/Acide chlorhydrique (composition en annexe 1) a 2g de
poudre puis on porte le tous au bain marie bouillant (quelques minutes). L’apparition d’une

coloration rouge identifie la présence des leuco anthocyanes.
» Tanins catéchiques

En rajoute a 15 ml d’extrait aqueux additionnées 7 ml de réactif STIASNY (composition en annexe

I). L’obtention d’une couleur rouge révele test positif. (Trease et Evans, 1987)
» Tanins galliques

A 5 ml d’infusé on ajoute 2g d’acétate de sodium et quelques gouttes de FeCl3 .La présence des

tanins gallique donne une coloration bleu fonces.
» Quinones libres

On humecte 2 g de poudre par 2 ml d’acide chlorhydrique 1N (pendant 3 h) puis en ajoute 20 ml de
chloroforme et en filtre .On ajoute au filtrat 5 ml d’ammoniaque (1/2).La coloration rouge indique

la présence des quinones libres.

14



Matériel et méthodes

» Quinones combinées

On additionne a 2 g de poudre 15 ml d’acide sulfurique 2N et on porte a reflux Pendant 2 heures. La
solution extraite est filtrée et épuisée par 20 ml de chloroforme puis évaporée et épuisée par

I’ammoniaque %. L’obtention d’une couleur rouge signifier la présence des quinones combinées.
» Alcaloides

On humecte 5g de poudre par I’ammoniaque 1/2, et on ajoute 50 ml d’un mélange éther
chloroforme (3/1, v/v). On macére le mélange pendant 24h, le filtrat est épuisé par I’acide
chlorhydrique 2N.L’apparition de précipitation par I’addition de réactif de Dragendroff révélé test
positif. (Paris et al, 1969).

» Coumarines

On fait bouillir a reflux 2g de poudre dans 20ml d’alcool éthylique pendant 15 min puis on filtre. A
5 ml de filtrat on rajoute 10 gouttes de la solution alcoolique du KOH a 10% et quelquesgouttes

d’Hcl a 10%.La formation d’un trouble indiquent la présence des coumarines. (Rizk, 1982).
» Flavonoides

A : a5 ml d’infuse on additionne 5 ml d’Hcl, un copeau de magnésium et Iml d’alcool iso-

amylique .La coloration rouge signifie la présence des flavonoides.

B : A 10ml d’extraitaqueux on ajoute 3 ml d’eau bouillante et quelques gouttes d’acétate.La

coloration jaune signifie la présence des flavonoides. (Debrayb et al. 1971 ; Paris et al, 1969).
» Stérols et triterpenes

On a macéré 1g de poudre dans 10ml d’éther pendant 24 heures. Apres filtration, nous avons
évaporé le filtrat a sec au bain-marie et on a repris la concrete avec 0,5ml d’anhydride acétique,
0,5ml de chloroforme et on a rajouté 3ml de ’acide sulfurique concentré. En cas de réaction
positive un anneau rouge-brunatre ou violet se forme a la zone de contact des deux phases, la

couche du surnageant prend une coloration verte ou violette (Trease et Evans, 1987).
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» Les composés réducteurs

On a rajouté a 1ml d’extrait éthanolique, 2ml d’eau distillée et 20gouttes de liqueur de Fehling,
puis on chauffe. La présence des composés réducteurs se caractérise par la formation d’un précipité

rouge-brique (Trease et Evans, 1987
11.2.5. Dosage des polyphénols totaux :
v’ Préparation de I’extrait méthanolique :

* On pése 25g de feuille de Cistusalbidus, puis on I’introduit dans une cartouche, en papier épais
que ’on  place ensuite dans le Soxhlet et on remplit le ballon avec 200 ml d’un mélange

méthanol- eau (175-75 ml) et on démarre 1’extraction.

* Aprés environs 15tours, on arréte I’extraction et en met le ballon qui contient 1’extrait

méthanolique dans 1’évaporateur rotatif.

« L’extrait méthanolique a été utilisé pour la réalisation de 1’activité antimicrobienne et I’activité

antioxydant.

Le dosage des polyphénols totaux par la méthode utilisant le réactif de Folin —Ciocalteu a été d’écrit
en 1965 par Singleton et Rossi. Depuis, son utilisation s’est largement répandue pour caractériser

les extraits végétaux d’origines plus diverses.
v Principe :

Ce dosage est base sur la quantification de la concentration totale de groupements hydroxyles
présents dans I'extrait. Le réactif de Folin-Ciocalteu consiste en une solution jaune. En milieu
alcalin, leréactif deFolin-Ciocalteu, oxyde les phénols en ions phénolates et réduit partiellement ses

hétéropolyacides, d'ou la formation d'un complexe bleu (Rakotoarison, 1999).

L’¢tude quantitative des extraits aqueux 0,5mg/ml et méthanolique 0,16mg/ml préparés a partir des
feuilles du Cistus albidus a pour objectif la détermination de la concentration des polyphénols

totaux.

v" Mode opératoire
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A 300 pl d’extraitest ajouté 400ul de la solution de Na2CO3 (75 mg/ml d’eau distillée), apres
agitation, 500l de la solution de Folin-Ciocalteu (dilué dix fois dans 1’eau distillée) est ajouté a
I’ensemble. Aprés 30 min d’incubation a la température ambiante, I’absorbance est lue a 695 nm

contre un blanc sans extrait.

Le taux despolyphénols totaux dans nos extraits, a été calculé a partir d’une courbe d’étalonnage
(y=a x+b), établie avec des concentrations précises d’acide gallique préparé a partir d’une solution
meére de (0,004g/100ml d’eau distillée) comme standard de référence, dans les mémes conditions
que 1’échantillon. Les résultats sont exprimés en mg d’équivalent d’acide gallique par milligramme

d’extrait de feuille.
11.2.6.Evaluation de I’activité antioxydant in vitro
v Principe de test de DPPH :

Le test au 2,2-diphényl-2-picryl-hydrazyle (DPPH.) est realisé par la méthode décrite par Ammaret
al.(2009) qui permet de mesurer le pouvoir réducteur par le calcul de la CI50 des substances
antioxydants contenues dans un extrait. Le DPPH est un radical libre de couleur violette qui devient

jaune quand il est réduit par un donneur de proton H+.

DPPH + AH :) DPPH- H + A-.
Ou AH est un composeé capable de céder un H+ au radical DPPH.
v Préparation de la solution DPPH :

Une solution de DPPH est préparée en ajoutant 200ml du méthanol a 4 mg de poudre de DPPH, la

solution obtenue est de couleur violette.
v Préparation des dilutions
On a préparé 5 tubes on réaliser 5 dilutions successive.

D’abord on a prélevé 1 ml de solution mére (extrait méthanolique de Cistus albidus L.) a laquelle
nous avons rajouté 9 ml de méthanol dans le ler tube, puis on a prélevé 1ml du ler tube auquel on a
rajouté 9ml de méthanol dans le 2éme tube, on a fait de méme pour constituer la dilution du 3éme

tube et ainsi de suite jusqu’au 5éme tube.
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v" Mode opératoire

Dans des tubes a essais, nous avons introduit 10ul de chaque dilution et 2 ml de la solution
méthanolique de DPPH (4mg/100ml). En paralléle, deux témoins sont préparés, un témoin négatif
de 10ul de méthanol+ 2 ml de la solution de DPPH et un témoin positif de 3mg de poudre d’acide
ascorbique dissous dans 1 ml de méthanol. A partir de cette solution 5 dilutions sont préparées en
prélevant a chaque fois 1ml du tube précédant. Les tubes sont placés dans 1’obscurité a température

ambiante pendant 30 min. La lecture a été effectuée par la mesure de 1’absorbance a 517 nm.
v Expression des résultats :

La concentration d’inhibition des radicaux libre(I) exprimé en pourcentage est calculée selon la

formule suivante :

1% = (Abs- Abs d)/ Abs ¢ x 100

Avec :

Abs ¢ : Absorbance du contréle.

Abs d : Absorbance pour chaque dilution.

11.2.7. Evaluation de I’activité antimicrobienne invitropar la méthode de diffusion sur gélose :
v Principe:

La méthode de disque ou méthode de diffusion sur gélose, est une méthode qualitative qui permet
d’identifier ’existence ou non d’une éventuelle propriété antibiotique. Elle consiste a déposer sur

des disques de papier Wattman des volumes bien déterminés des substances a tester.

L’effet antibactérien se traduit par la présence d’une zone ou auréole d’inhibition autour de la zone

de dépot (HELLAL, 2011).

Le but de cette étude microbiologique repose, sur 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne de 2

extraits, extrait methanolique et I’infusé a 2(0,5mg/ml et 0,2mg/ml) concentrations déférent.

11.2.7.2.Mode opératoire :
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v Préparation des extraits aqueux

On a 2 extraits aqueux a deux concentrations différentes. Le premier 0,2 mg/ml et le deuxiéme 0,5

mg/ml..).
v' Préparation de ’extrait méthanolique

On introduit 25mg du résidu sec de I’extrait méthanolique dans 0,5 ml de DMNSO pour les

bactéries par contre on introduit 100 mg de cet extrait dans 0,5 ml DMSO pour les levures.

v" Repiquage des souches :
Les différentes espéces bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis incubées a 37
°C afin d'obtenir des colonies.Isolées qui vont servir a la préparation de 1I’inoculum.

v Préparation de ’inoculum :

A T’aide d’une pipette pasteur stérile 2 a 4 colonie bien isolées de la souche a étudie, sont prélevées

et introduites dans un tube aessai contenant 10ml d’eau physiologique stérile.

La densité optique doit étre entre 0,22 et 0,32 pour les bactéries sauf pour Staphylococcusaureusou
elle doit étre entre 0,3 et 0,4, alors que pour les levures elle est entre 0,02% et 0,03%.Ces valeurs

correspondent & une concentration de 107et 108 germes/ml.
v Préparation de la premiére couche :

Les milieux gélosés (MH pour les bactéries et SAB pour la levure) déja liquéfiés dans un bain marie
a 95 °C sont versés aseptiquement dans des boites de Pétri, a raison de 15ml par boite.

v Préparation de la deuxieme couche :

Apres la fonte des milieux (MH pour les bactéries et SAB pour la levure), on les laisse refroidir
dans une étuve jusqu'a 45°C, puis on rempli des flacons en verre stériles avec 25ml de chaque

milieu pour chacune des souches a tester.

Ces milieux sont ensemencés avec 100ul de chaque suspension microbienne, et une deuxiéme
couche est étalée rapidement en faisant un mouvement de <o pour avoir une surface uniforme. On

laisse les boites sur paillasse pour se solidifier.
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v Dépo6t des disques cellulosiques

A T’aide d’une pince stérile, des disques absorbants de 6mm (stérilisés par la lumiére UV),sont
imbibés d’une quantité des extraits a tester en mettant en contact le bout du disque, ce dernier va
absorber progressivement les extraits jusqu'a imprégnation totale du disque. On le laisse diffuser
pendant 30 min, puis on incube les boite de Pétrie a 37°C pendant 24 h pour les bactéries et 25°C

pendant 48h pour la levure et la moisissure.

v Lecture des résultats :
Le diamétre des zones d’inhibition autour des disques sont mesurés a 1’aide d’un pied a coulice.
Les diametres des zones d’inhibition de la croissance microbienne sont classés en 4 classes.

Tableau I1: Diamétre de la zone d’inhibition selon le degré de sensibilité (Moriera et al., 2005).

degré de sensibilité des souches Diamétre de la zone d’inhibition (mm)
Souche résistante D <8

Souche sensible 9 <D< 14

Trés sensible 15 <D <19

Extrémement sensible D=<20
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111.1.Résultats de I’enquéte ethnobotanique :

» Enquétee en fonction de sexe :

Notre enquéte, d’apres la figurel (tableau VII, annexe Il) a été réalisée sur 56.66% de sexe

masculin et 43.33% de sexe féminin.

Figure 1: répartition de la population interrogée en fonction du sexe.

» Niveau intellectuelle :

D’aprés la figure 2, on remarque que la majorit¢ de personnes questionnées sont

universitaire avec un pourcentage de 38%.

analphabete
15%

universitaire
38%

primaire
29%

secondaire
18%

Figure 2 : répartition de la population interrogée en fonction du niveau intellectuel.
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Connaissez —vous cette plante ?

Notre enquéte a montré que (tableau Ill) la majorité (75%) des personnes interrogée ne

connaissent pas la plante.

Tableau I11: la connaissance de la plante.

Connaissance Oui Non
Nombre 30 90
Pourcentage (%) 25% 75%

Quelle est la partie utilisée ?

Dix sept personnes sur trente, soit 68% (tableau XII, annexell ) utilise la plante entiere alors

que les huits autres, soit 32%, utilisent les feuille de ciste cotonneux.

ne connaissent
P

Figure 3: la partie utilisée de la plante.
Quelle est le mode d’utilisation ?

Parmi les 30 personnes qui connaissent la plante 16 personne, sont 64%, utilisent en infusion

alors que neuf personne, soit 36%, 1’utilisent en décoction

Dans quel cas ?
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D’aprés notre enquéte, la plante est utilisée en cas de diabéte (28%), les troubles d’estomac
(48%) et les boutons (24%).

Figure 4 : Maladies traités par le Cistus albidus.

L’enquéte ethnobotanique réalisée dans la wilaya de Tipaza (Bou Ismail, Kolea, Chaiba,
Khmisti, Bourkika, Hadjout), la wilaya de Blida (Faculté des Sciences de la nature et de la
vie) et la wilaya de boumerdess sur un échantillon de 120 personnes, dont 68 homme et 52
femme, a montré que le Cistus albidus est une plante médicinale mal connais par les
populations algériennes malgré ces vertus thérapeutiques qu’il possede ( 25% seulement de la
population interrogés qui connus la plante dans le cas de diabete, troubles d’estomac, et les

boutons).

Des études menées dans la région de Fes (Maroc) en 2009, sont montrés que le décocté des
feuilles de Cistus albidus est utilisé pour apaiser les douleurs gastriques et comme

hypoglycémiant (Lahsissene et al., 2009).

A Rabat, les feuilles de Cistus albidus. L sont utilisées comme agent digestif et sont utilisée

sous forme des tisanes.

L’espéce C. incannus est une plante trés utilisé dans la médecine traditionnelle dans le nord

de la Grece comme un traitement général anti-inflammatoire des maladies de la peau.
ITL.2. Résultats de I’évaluation de taux d’humidité :

Le taux d’humidité de la plante a été calculé afin d’évaluer la qualité de séchage de notre

échantillon.
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Nous avons trouvé un taux d’humidité égale a 9 %.
I11. 3. Résultatsd’extraction de I’huile essentielle :

L’extraction de I’huile essentielle de la poudre des feuilles sechées et des feuilles fraiches du
Cistus albidus a montré que cette plante est pauvre en ce métabolite secondaire, malgré que
nous avons fait une récolte en deux périodes (Février les feuilles sont sechées , Mars ont
utilisons les feuilles fraiches) avec plusieurs fois d’extraction nous n’avons pas récupérer

I’huile essentielle.

Selon les travaux antérieurs d’Angelopoulou et al. (2002) sur le rendement en huile
essentielle de Cistus albidusrécolté le mois de février, le rendement ne dépasse pas 0.03—
0.04% (viw).

Les travaux de Gulz et al, (1984) ont montré que le rendement de la poudre de Cistus albidus

en générale ne dépasse pas 0,13%(v/w).

I11. 4.Résultats de screening phytochimiques :

Les résultats descreening phytochimiques apportées sur les feuilles de Cistus albidus sont

regroupeés dans le tableau suivant :

Tableau I'V: Résultats de tests phytochimiques

Les composer chimiques Les résultats

Les anthocyanes -

Les tanins +
Les tanins galliques +
Les tanins catéchiques +

Les quinones libres -

Les quinones combinent +
Les flavonoides +
Les saponines +
Les coumarines +
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Les leuco anthocyanes +
Les composer réducteurs +
Amidon -
Stérols et triterpénes +
(+)Présence (-) absence.

Les résultats du tableau IV montrent les feuilles du Cistus albidus. L sont riches en
métabolites  secondaires qui sont les tanins, tanins  catéchiques et
galliques,flavonoides,saponines, leuco anthocyanes, coumarines, composer réducteurs,Stérols

et triterpenes.

Nos résultats concordent aux Haouat et al, (2013) qui est montré que les extrait brut de
Cistus albidus et de Cistus salvifolius sont riches en des flavonoides, des tanins et des

polyphénols totaux dans les extraits bruts des deux plantes.

Selon Teresa, et al, (1981) Les espéces du genre ciste sont riches en flavonoides (comme

aglycones et glycosides), pro-anthocyanidines, terpénoides et tannins.

I11.5.Résultats du dosage des polyphénols :

La concentration des constituants poly phénoliques de 1’extrait aqueux est de 10,12 mg
équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait utilisant (MEAG/1g d’extrait)(figurel?,

annexe IlI).

Pour I’extrait méthanolique le taux est de 11,62mg MEAG/1g d’extrait. (figure6)
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teneur en polyphénoles mg EAG/mg ms
S
(9]

extrait aqueux extrait methanolique

Figure 5 : Evaluation des polyphénols totaux de I’extraits aqueux et méthanolique de feuilles
de C.albidus.

Notre plante contient une moyenne quantité de phenol.

En comparant nos résultats avec ceux de Benhammou et al, (2009), on remarque que le taux
des polyphénols totaux de notre extrait méthanolique est plus faible que celui des feuilles de
C.ladinifaire ; qui est égale a 18.43mg EAG/mg de MS.

111.6.Résultats de I’activité anti-oxydant :

111.6.1.Pourcentage d’inhibition :

On observe que le pourcentage d’inhibition de I’extrait aqueux (95.67%) est supérieur a celui
I’extrait méthanolique (83.03%) pour toutes les concentrationset de I’acide ascorbique

(94.77%)(Tableau VIII, IX et X, annexe I11).

Les valeurs d’IC50 pour I’acide ascorbique, extrait aqueux et extrait méthanolique sont 0.15

mg/ml, 0.32 mg/ml et 0.09 mg/ml respectivement (la figure 08).
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o

N

wv
1

® IC50 en mg/mi

o
-
(5]

1

IC50 en mg/mi
o

0,1 -

extrait aqueux extrait acide
methanolique  ascorbique

Figure 6 : Valeurs d’IC50

On constate que I’extrait méthanolique de ciste cotonneux a présenté une activité plus
élevée que celle du contrble positif (acide ascorbique) et I’extrait aqueux. Cette activité
pourrait étre liée a sa richesse en polyphénols.

L’extrait méthanolique du Cistus albidus a une pouvoir antioxydant plus puissant que celui du
cistus incanus et cistus parviflorus selon Alsabri et al (2012), I’extrait aqueux de ces deux
dernieres espéces a une IC50 de 4.75mg/ml et 17.75 mg/ml respectivement.

D’aprés Benhammou(2012), les extraits d’H. lippii(tiges, feuilles et fruits), possédent une
activité antioxydante intéressante avec une IC50 de 1.028 mg/ml, qui est plus faible par
rapport aux deux extraits de Cistusalbidus.

Selon Turkmenet al (2007), les polyphénols semblent étre des donneurs efficaces
d'hydrogéne au radical DPPH, en raison de leur chimie structurale idéale.

Les autres composés phénoliques mineurs ne devraient pas étre négligés, par ce que la
synergie entre les différents produits chimiques devrait étre prise en considération dans
I'activité biologique (Bourgouet al. 2008).
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I11.7.Résultats de ’activité antibactérienne :

Lors de cette étude, nous nous sommes intéressées a 1’é¢tude du pouvoir antimicrobien de

I’extrait aqueux et méthanolique de Cistus albidus L. les résultats de ce test sont regroupés

dans le tableau VIII.

Tableau V: résultats du test antimicrobien de I’extrait aqueux et méthanolique des feuilles du

Cistus albidus.

Souches L’extrait | L’extrait | Extrait Extrait
aqueux0,5 | agqueux méthanolique | méthanolique
mg/mi 0,2mg/ml | 50mg/mi 200mg/ml

Escherichia coli(CRD) 9mm 13mm / /

Bacillus subtilis(CRD) 9mm 10mm / /

Staphylococcus aureus(CRD) 11mm 12mm / /

Pseudomonas 9mm 9mm / /

aeruginosa(CRD)

Candida albicans(CRD) 9mm 9mm / /

Saccharomyces cerviciae(CRD) | 9mm 9mm / /

Escherichia coli (hygiéne) 9mm 9mm 17mm 17mm

Bacillus subtilis (hygiéne) 9mm 9mm 9mm 9mm

Staphylococcus aureus(hygiene) | 12mm 11mm 25mm 16mm

Pseudomonas aeruginosa 9mm 9mm 9mm 9mm

(hygiene)

Serratia marcescenc(hygiene) 9mm 9mm 17mm 17mm

Klebsiella pneumoniae(hygiene) | 9mm 9mm 9mm 9mm

Enterobacter freundi(hygiéne) 11mm 11mm 9mm 9mm

Aspergilus.spp(hygiéne) 9mm 9mm 9mm 30mm

Candida albicans(hygiéne) 9mm 9mm 9mm 9mm

Saccharomyces 9mm 9mm 9mm 9mm

cerviciae(hygiene)

L’infusé de ciste cotonneux s’est avéré inactif contre Serratiamarcescenc, Proteusvulgaris,

Candidaalbicans, Aspergilus.spp, Saccharomyces cerviciae, Pseudomonasaeruginosa et

Klebsiella pneumoniae. Par contre, il a exercé un effet inhibiteur moyen sur Staphylococcus
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aureus, Enterobacter freundi et Escherichia coli avec des zones d’inhibition de 12mm,
11mm, 13mm, respectivement.

A la concentration 50mg/ml, ’extrait méthanolique a présenté un fort pouvoir antibactérien
contreSerratia marcescenc, Proteus vulgaris et Escherichia coli par 1’apparition des zones
d’inhibition de 17mm, 15mm et 17mm respectivement. L’extrait méthanolique a la
concentration de 200 mg/mla montré un effet antimicrobien trés fort sur Staphylococcus
aureus etAspergilus.spp par 1’apparition des zones d’inhibition de 25mm et 30 mm
respectivement(tableau V).

Une activité antibactérienne significative a était observé pour I’extrait méthanolique des
feuilles de Cistus salvifolius vis-a-vis de Listeria monocythogeéne et d’autres microorganismes
pathogénes (Bayoud et al. 2009).

Nos résultats concordent avec les résultats de Bayoub et al. (2010), qui ont montré que les
extraits aqueux de feuille de C.salvifoliusa un effet inhibiteur sur les Staphylococcus aureus.
Selon Bouamama et al, (2005), I’extrait aqueux des feuilles de C. villosus et C.
monspeliensis a montré une activité inhibitrice sur Escherichia coli, Staphylococcus aureus
qui est en accordance avec nos résultats par contre, I’extrait aqueux des feuilles du Cistus
albidus n’a aucun effet sur candida albicans alors que celui du C.villosus et C.monspeliensis a
montré un effet sur cette souche.

Les especes du genre Cistus ont souvent était utilisées comme plantes médicinales pour leurs
propriétés antimicrobiennes (Chinou et al., 1994; Demetzos et al., 1999), antifongique
(Bouamama et al., 2005).

Les polyphénols sont trés connus par leurs excellentes activités biologiques. Plusieurs études
ont montré que ces molécules sont dotées d’un effet antibactérien (Bucar et al., 2001).

La variation de la composition chimique explique donc les variations observées dans I’activité
antimicrobienne des extraits d’'une méme plante ou de plantes différentes. 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 1’origine de cet extrait (ESSAWI et SROUR,
2000).
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- conclusionetperspectives

Concluston :

Notre étude a porté sur 1’étude de Cistus albidus, pour attirer I’attention de la population algérien et
celle du chercheur envers me plante doté de plusieurs vertus qui peuvent étre exploité dans le

domaine pharmaceutique.

-L’enquéte ethnobotanique a montré que le Cistusalbidus n’est pas connue par la population

algérienne.

-Apres plusieurs extractions, on a trouvé que les feuilles de c.albidus sont pauvre s en huiles

essentielles.

-Le screening phytochimique a permis de mettre la présence des tanins, des tanins catéchiques en
faible quantités, des tanins galliques, des quinones combinés, des flavonoides, des saponines, des
caumarines, des leuco anthocyanes, des composés réducteurs, et des stérols et triterpénesen faibles

quantité.

-Le dosage quantitatif des polyphénols a montré que I’extrait aqueux et méthanolique des feuilles de
c.albidus contient 10,12mg EAG/mg de MS et 11,5mg EAG/mg de MS respectivement.

-L’étude de ’activité antioxydant de I’extrait aqueux et méthanolique par la méthode de DPPH a
révélé que les deux extraits possedent une bonne activité antioxydant avec une 1C50 de 0,15mg/ml
et 0,09mg/ml respectivement.

-L’étude de I’activité antimicrobienne de I’extrait aqueux et méthanolique duCistusalbidus a revéler
que I’extrait aqueux est exercé un effet inhibiteur moyen sur Staphylococcus aureus, Enterobacter
freundi Escherichia coli et Bacillus subtilis avec des zones d’inhibition de 12mm, 11mm, 13mm,

10mm respectivement.

-Par ailleurs, I’extrait méthanolique & la concentration de 50mg/ml présente un fort pouvoir
antibactérien contre Serratia marcescenc, Proteus vulgaris et Escherichia coli par 1’apparition des
zones d’inhibition de 17mm, 15mm et 17mm respectivement, et a la concentration de 200 mg/ml a
montré un effet antimicrobien tres fort sur Staphylococcus aureus et Aspergilus.spp par

I’apparition des zones d’inhibition de 25mm et 30 mm respectivement
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Conclusion et perspectives

Perspectives :
Comme perspectives et en vue de poursuivre et d’approfondir ce travail, il seraitnécessaire également :

-Réaliser une enquéte ethnobotanique sur la connaissance de la plante et extraire leur huile

essentielle.

-Caractériser et isoler les principes actifs responsables a ces propriétés pharmacologiques par
des méthodes spécifiques.

- Réaliser étude in vitro est souhaitable, pour obtenir une vue globale sur I’activité antioxydante

et antimicrobienne des extraits testés.
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Figure 8 : Photos originale 2016 de Cistus albidus

Appareillage et petit matériel :

Figure 9 : Dispositif de Clevenger Figure 10 : L’appareille de soxhlet
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Figure 11 : L’appareille de Dean et Stark Figure 12 : Spectrophotometre

Figure 13: Etuve Figure 14: Balance de précision

Figure 15: Rotavapeur
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Tableau VI : liste des appareillages et des réactifs utilisé durant la période de stage.

Appareillages Petite matérielles Réactifs et solution | Verrerie
Clevenger Coton Méthanol Erlen Mayer
Bain marie Bande a gaz Toluéne Pipette Pasteur
Bec bunsen Cartouche HCL ( 0,IN ; 1IN ;| Fiole conique
Plaque chauffante Etiquettes 2N) Eprouvette
Etuve Seringue pour le NaOH (0,1N) Becher

Hotte. gavage. Fecl3 Tube a essai
Soxhlet Papier filtre Propanol/Acide Creuse
Spectrophotometre Papier aluminium chlorhydrique La poire

Balance de précision
Rotavapeur
L’appareille de Dean
et Stark

Entonnoir
Boite de Pétri

Réactif  STIASNY
Acétate de sodium
Ammoniaque
Réactif d’amidon
Acide sulfurique
Ethere chloroforme
Réactif de
Dragendroff
Reactif de Valser et
Mayer

KOH

Copeau de
magnésium

Alcool iso -
amylique

Acide d’anhydride
acétique

Réactif d’amidon
Eau distillée

Eau de javel

Eau physiologique

La portetoire
Burettes
Spatule
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Réactif Amidon :

L’amidon est caractérisé par un réactif spécifique connu sous le nom d’amidon. Ce dernier a été

préparé comme suit :

Dissoudre 1,2 g d’iode dans 50 ml d’eau distillée contenant 2,5 g d’iodure de potassium.
Chauffer pendant 5 minutes.

Diluer jusqu’a 500 ml.

La détection d’amidon s’effectue comme suit :

Chauffer 5 ml de la solution a tester avec 10 ml d’une solution de NaCl saturée dans un bain-marie

jusqu’a ébullition.
Ajouter le réactif d’amidon.
Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleu-violacée.
Réactif de STIASNY':
2 volumes de formol (50ml) +1 volume de Hcl1N(25ml).
Réactif de Dragendroff : ce réactif est compose de deux solutions :
Solution A : 2 g de subnitrate de bismuth, 25 ml d’acide acétique glacial et 100ml d’eau
distillée.
Solution B : 40 g d’iodure de potassium et 100 ml d’eau.
Le réactif est préparé en mélangeant 10 ml des solutions A et B a 20ml d’acide acétique

glacial et 100ml d’eau distillée.



Annexes




nnnnnnn

Annexe |1



Annexes

Fiche d’enquéte ethnobotanique

Université Saad Dahleb (Blida 01)

Faculté des sciences de la nature et de la vie

Département de Biologie des populations et des organismes (BPO)
Master Il : Phytothérapie et santé

Fiche Ethnobotanique

Sur la connaissance de la plante de Cistus albidus L.

Dans la Reégion : Blida et de Tipaza

1-Renseignements sur ’informateur :

Sexe : Masculin Féminin
Niveau intellectuel : Analphabete primaire
Secondaire Universitaire

2- Renseignements sur la plante :

-Connaissez-Vous Cette Plante ?  Oui Non

-Quelle est le mode d’utilisation :

Infusion Macération Décoction
-Quelle est la partie utilisée ?

Ecorce Feuille

Plante entiere Fruit

-Dans quel cas ?

Diabéte Estomac Bouton



Tableau XII: Résultat de I’enquéte ethnobotanique.

Annexes

Question Nombre de | Pourcentage
personne

Question 01 Connaissez — | Oui 30 25%
vous la plante Non 90 75%
Question 03 Le mode Infusion 16 64%
d’emploi Décoction 9 36%

Question 04 La partie utilisée | Ecorce 0 0%
Feuille 8 32%
Plante entiére 17 68%

Fruit 0 0%
Question 05 Les  maladies | Diabéte 7 28%
traitées par la | Estomac 12 48%
plante Bouton 6 24%
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Figure 17 : la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.
Résultat de I’activité anti-oxydant.

Résultats du pouvoir antioxydant de 1’extrait aqueux et 1’extrait méthanolique de la plante entiére
de Cistus albidus vis-a-vis 1’acide ascorbique par la méthode de DPPH (2,2’-diphényle-1-picryl
hydrazyl).

TableauV1l11 : Résultat du pouvoir antioxydant pour I’extrait aqueux

Dilution 0,5 0,05 0,005 0,0005
Absorbance de I’extrait aqueux 0,118 0,115 0,068 0,065
Inhibition (I1%) de I’extrait aqueux 87,56 92,87 93,15 95,67
Tableau IX: Résultat du pouvoir antioxydant pour 1’acide ascorbique

Concentration (mg/ml) 0 0.3 0,03 0,003 0,0003
Absorbance (nm) de I’acide 0 0.066 0.268 0.483 0.835
ascorbique

I (%) d’inhibition de I’acide 0% 94.77% | 78.78% | 61.75% | 15.04%
ascorbique

Tableau X : Résultat du pouvoir antioxydant pour I’éxtrait méthanolique

Concentration mg/ml 0 0.04 0.106 0.16 |0.37
Absorbance (nm) de I’extrait méthanolique 0 0,756 0,509 0,373 | 0,161
I (%) d’inhibition de I’extrait méthanolique 100 | 20,33 46,36 60,69 | 83,03
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Résultat de ’activité antibactérienne



Tableau XI : résultat de 1’activité antibactérienne de I’extrait aqueux et I’extrait méthanolique de la

Annexes

plante enti¢re de Cistus albidus pour laboratoire d’hygiéne et CRD.

(Bacteérie/Levure) Infusé Infusé Extrait Extrait
0.5mg/ml | 0.2mg/ml | méthanolique | méthanolique
50mg/mi 200mg/ml

Escherichia coli - - - -

Bacillus subtilis - - - -
Staphylococcus aureus - - + +
Pseudomonas aeruginosa - - - -

Serratia marcescenc - - + +

Proteus vulgaris - - + +
Klebsiella pneumoniae - - - -
Aspergilus.spp - - - +
Candida albicans(Levure) - - - -
Saccharomyces cerviciae | - - - -

(Levure)

Escherichia coli - |/ /

Bacillus subtilis - |/ /
Staphylococcus aureus - |/ /
Pseudomonas aeruginosa - - / /

Candida albicans (Levure) - - |/ /
Saccharomyces - - |/ /

cerviciae(Levure)
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