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Résumé

Le but principal de ce travail est de déterminer la composition chimique et les effets
biologiques des extraits d une plante médicinale du genre Echium appartiennent a la famille des

Boraginaceae choisie sur la base de son usage traditionnel.

Au cours de cette étude nous avons tout d’abord effectué le screening phytochimique sur les
différents extraits des parties aériennes de I’espéce « Echium trygorrhizum» par réactions
colorées pour déterminer la nature des métabolites secondaires qu’elle accumule. Les résultats
ont révélé la présence de flavonoides, tanins, di-terpénes, alcaloides, saponosides, terpenes,
anthraquinones, sucres et stérols. Ainsi que la quantification des polyphénols et des flavonoides
totaux de ces extraits par les méthodes colorimétriques. Les résultats du dosage indiquent que
la teneur en polyphénols est supérieure a celle des flavonoides. L’extrait acétate d’éthyle
présente la teneur la plus élevée en polyphénols tandis que I'extrait de chloroforme présente la

teneur la plus élevée en flavonoide.

Par ailleurs, nous avons également effectuée une valorisation des activités biologiques par
la recherche de I’activité antioxydante sur les différents extraits des parties aériennes de cette
espece, par deux méthodes differentes : la méthode de réduction de radical libre DPPH, et le
blanchissement du f-caroténe. L'activité antimicrobienne a été déterminée sur cing souches
bactériennes Escherichia coli, Pseudomonas aeroginosa, Bacillus ceureus, Staphylococcus
aureus, Salmonella enterica ,et deux champignon Candida albicans et Aspergillus niger, selon
la méthode de diffusion de disque sur gélose Mueller Hinton pour les bacteries et sabouraud
pour les champignons , Les extraits testés ont montré des activités variables contre les bactéries

et les champignons.

Mots clés : Activité antioxydante, Polyphénols, Tanins, boragenacea, Antibactérienne.



Abstract

The main objective of this work is to determine the chemical composition and biological
effects of extracts from a medicinal plant of the Echium genus, belonging to the Boraginaceae

family, chosen based on its traditional use.

In this study, we first conducted phytochemical screening on various extracts of the aerial
parts of the species "Echium trygorrhizum™ using color reactions to determine the nature of the
secondary metabolites it accumulates. The results revealed the presence of flavonoids, tannins,
diterpenes, alkaloids, saponins, terpenes, anthraquinones, sugars, and sterols. We also
quantified the total polyphenols and flavonoids in these extracts using colorimetric methods.
The assay results indicated that the polyphenol content was higher than that of flavonoids. The
ethyl acetate extract showed the highest polyphenol content, while the chloroform extract

showed the highest flavonoid content.

Furthermore, we also evaluated the biological activities by investigating the antioxidant
activity of the various extracts of the aerial parts of this species using two different methods:
the DPPH free radical reduction method and the [-carotene bleaching method. The
antimicrobial activity was determined against five bacterial strains, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus ceureus, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica, and
two fungi, Candida albicans and Aspergillus niger, using the disc diffusion method on Mueller
Hinton agar for bacteria and Sabouraud agar for fungi. The tested extracts showed variable

activities against the bacteria and fungi.

Keywords : Antioxidant activity, Polyphenols, Tannins, Boraginaceae, Antibacterial.
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Introduction générale

Les plantes ont depuis longtemps présenté un réle treés important pour I'humanité, car
elles peuvent synthétiser un grand nombre de molécules organiques complexes dotées
souvent d'activités biologiques potentielles. Elles constituent des merveilleuses usines
végetales qui nous donnent la joie de guérir par un geste thérapeutique. A travers les
siécles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et I'utilisation des
plantes médicinales pour objectif de vaincre la souffrance et d’améliorer la santé des

hommes [1].

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
I’élaboration des médicaments, non seulement lorsque les constitutions des plantes sont
utilisés directement comme agent thérapeutique, mais aussi comme matiére premiere
pour la synthése de médicaments ou comme modele pour les composés pharmaco

logiquement actifs [2].

Les extraits de plantes médicinales contiennent une variété de composés phénoliques
auxquels sont attribués diverses activités biologiques dont I’activité antioxydant et
antimicrobienne [3]. L’utilisation d’extraits de plantes et des composés d’origine
vegeétale est des sources précieuses pour la medecine traditionnelle dans le traitement et

la prévention d’un large éventail de maladies ; notamment des maladies infectieuses [4].

L'Algérie possede une flore végetale riche et diversifiée. Parmi les plantes
médicinales qui constituent le couvert vegétal, on trouve assez des espéces de la famille
des Boraginaceae, qui sont également largement distribuées dans les régions
méditerranéennes, dont certaines d’entre eux sont des espéces spécifiques des zones

magrébines.

Le screening ou le criblage phytochimique joue un role essentiel dans la
caractérisation des groupes de familles chimiques dans une plante donnée, par contre, il
ne permet pas d’identifier ou de déterminer la structure chimique des composés

présents.

Bien qu'un grand nombre d'espéces végétales aient été traditionnellement utilisées
pour le traitement de diverses maladies et pour de nombreuses autres activités

bénéfiques, la plupart d'entre elles n'ont pas été étudiées scientifiquement. En effet, bon
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nombre de ces espéces sont chimiquement inconnues et peuvent étre dangereuses pour

la santé humaine.

L'utilisation de plantes médicinales a des fins thérapeutiques est en augmentation
dans le monde, mais la majorité des gens ne sont certainement pas conscients des effets
secondaires possibles de ces plantes, ni comment et quand elles peuvent étre utilisées en
toute sécurité de diverses manieres. Malgré les bienfaits thérapeutiques des plantes
médicinales, certains constituants d'un certain nombre de plantes médicinales sont

connus pour étre potentiellement toxiques, cancérigénes et tératogenes [5].

Certaines plantes médicinales peuvent étre utilisées en toute sécurité a des doses
thérapeutiques, mais celles qui n'‘ont pas encore été étudiés scientifiquement doivent étre

utilisées avec prudence.

Dans ce travail nous nous sommes intéressés a 1’étude chimique et biologique d’une
espece medicinale du genre Echium appartiennent a la famille des Boraginaceae, choisie sur

la base de son usage traditionnel. Notre travail sera reparti en trois chapitres :

> Le premier chapitre est consacré a la synthese bibliographique, la description de
la famille des boragenaceae et particulierement le genre Echium, et ses
métabolites secondaires.

» Le second chapitre est consacré aux travaux expérimentaux qui comportent :
Screening phytochimique, extraction, le dosage polyphénols et flavonoides ainsi
la mise en évidence de I’activité antioxydante des extraits par deux méthodes
(Teste DPPH, et Test de Dblanchissement du [B-carotene), et
I'évaluation de l'activité antimicrobienne des différents extraits de notre plante.

> Le dernier chapitre regroupe les différentes observations et la discussion des

résultats obtenus.

Nous terminerons notre étude par une conclusion générale.
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Chapitre | Synthese bibliographique
I.1. Les plantes médicinales

1.1.1. Généralités

Les végéetaux constituent depuis longtemps une importante ressource naturelle pour les
sociétés humaines. Ils servent a la fois pour I’alimentation et la confection d’autres biens de

consommations nécessaires aux sociétés [6].

Les extraits bruts des plantes font I’objet des études pour leur éventuelle utilisation dans la
préparation des produits cosmétiques, des parfums, des ardbmes et comme des alternatives
dans le traitement des maladies infectieuses et pour la protection des aliments contre
I’oxydation. Ils interviennent dans la prévention et le traitement des maladies liées au stress
oxydatif tels que les cancers, la cataracte, 1’athérosclérose, le diabéte, 1’hypertension

artérielle, les maladies neuro-dégénératives, I’arthrite....ect [7].

L’approvisionnement en produits d’origine naturelle devra de plus en plus se faire en
tenant compte des contraintes écologiques : produits non pollués et obtenus sans destruction

des gites naturels [8].
1.1.2. Les plantes en médecine moderne

L’usage des plantes en médecine est trés ancien, ou les animaux sauvages utilisent
instinctivement certaines plantes pour se soigner ! Aujourd’hui, pour que la médecine
traditionnelle puisse porter ses fruits a une large échelle, et de maniére encore plus efficace, il
lui faut rencontrer la médecine dite « moderne » ou I’homme a développé des procédés
d’extraction qui ont permis la fabrication de médicaments a partir d’agents phytochimiques

extraits des plantes [6].

L’avenir des substances naturelles biologiquement intéressantes passe par la poursuite des
études chimiques et pharmacologiques classiques de la matiere, mais aussi par le
développement des études biotechnologiques. II n’est pas superflu d’insister une fois de plus
sur 'importance primordiale de la systématique pour connaitre parfaitement et identifier le

matériel vivant. Sans elle, rien ne pourrait ici se faire intelligemment [8].
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|.2. La famille des Boraginaceaes

1.2.1. Définition

Les Boraginaceae sont des angiospermes, comprenant 1600 espéces réparties en 110
genres, on y trouve des herbes annuelles, arbustes et arbres. Les feuilles sont souvent entiéres,
simples, alternées et ex-stipulées, possédent des tiges avec des poils rigides qui donnent une
sensation rugueuse. Les cellules des feuilles possedent des cristaux d’oxalate de calctum. Les
fleurs, qui sont le plus souvent hermaphrodites, ont un calice a lobes imbriqués et une corolle
tubuleuse campanulée, divisée en 5 lobes relativement réduits et munis d'écailles ou de poils

au centre [9].

La classe des alcaloides pyrrolizidiniques constitue un marqueur chimio-taxonomique
important des Boraginaceae car on le retrouve quasi systématiquement dans les genres qui

forment cette grande famille [10].
1.2.2. Utilisation traditionnelle

Les différentes parties (feuilles, fleurs et racines) de plusieurs plantes de la famille de
Boraginaceae sont utilisées en médecine traditionnelle pour traiter : les blessures, les maladies
de la peau (soulagement des brdlures), de la fievre, des douleurs thoraciques, abdominales et
articulaires, 1’hypotension, inflammation des yeux, infection de l'oreille, arthrite. Elles
présentent également des activités antispasmodiques, antibactériennes, antihelminthique, anti-
hémorragique, antiseptique, diurétique, cataplasme aux plaies courantes et aux maladies

vénériennes, etc.... [11].
1.2.3. La taxonomie

Regne : Plantae

Embranchement : Spermatophyta
Sous embranchement : Angiospermae
Classe : Magnoliopsida

Ordre : lamiales

Famille : Boraginaceae
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1.2.4. Les plantes appartenant a la famille des Boraginacees

On estime aujourd’hui que les Boraginaceae regroupent 1600 a 1700 especes en 90 a 120
genres. Parentés et familles proches a inclure sont discutées selon les classifications. Selon la
phylogénie, les Boraginacées au sens large (en incluant les familles proches) peuvent étre

divisées en 6 sous -familles :

1. sous-famille Boraginoideae  ex Symphytum, les consoudes, Myosotis,
Brunera, Lindelofia, mertensia, Cynoglossum, Pulmonaria, Anchusa, Echium...

2. sous-famille Cordioideae ex, Cordiasubcordata un arbre appelé Le Tou.

3. sous-famille Ehretioideae ex genre Ehretia ou genre Bourreria qui produit des
baies.

4. sous-famille Heliotropioideae (450 especes) qui pourrait étre reconsidérée en
tant que famille distincte. Ex genres Helotropium et Euploca.

5. sous-famille Hydrophylloideae ex la Phacélie, utilisée comme engrais vert et
les Nemophila, de jolies fleurs annuelles cultivées.

6. sous-famille Lennooideae 3 genres Ammobroma, Lennoa et Pholisma, qui

sont des plantes parasites du continent américain.

1.2.5. La distribution géographique

Les Boraginaceaeont une distribution cosmopolite. Les genres d’arbres sont pantropicales et
subtropicale, tandis que les genres d’herbacées sont distribués dans le monde entier bien que
particulierement abondants dans la région méditerranéenne et en Asie tempéreée chaude. lls se
produisent dans un large éventail d’habitats a partir du niveau de la mer a plus de 4000 m d’altitude
[12].

Figure 1.1 : Distribution géographique de la famille Borraginacées [32].

5



Chapitre | Synthese bibliographique
1.3. Les plantes du genre Echium

1.3.1. Définition et caractérisation des plantes du genre Echium

Le genre Echium contient deux nceuds évolutifs distincts : les espéces a prédominance ligneuse
de l'archipel macaronésien (comprenant quelque 25 especes) et les espéces herbacées qui sont
principalement distribuées en Europe et en Afrique du Nord (totalisant, peut-étre, quelque 25
especes). Au sein de ce dernier groupe, les principaux centres de diversité des espéces sont la
péninsule ibérique avec environ 16 especes, et I'Afrique du Nord-Ouest (en particulier le Maroc)
avec 20 espéces, tandis qu'un groupe secondaire de taxons est présent en Méditerranée orientale qui

comprend le complexe polymorphe E. angustifolium. [13].

Les espéces d’Echium présentent la caractéristique commune des boraginacées de posseder deux
types de trichomes : des soies plutdt robustes a base de tubercules et des poils simples, ces derniers
formant généralement une sous-couche lorsque les soies sont denses. La nature et I'abondance
relative de ces types de trichomes sont d'une importance taxonomique puisque l'indument donne
une apparence distinctive a de nombreuses especes. , ainsi, chez E. albicans les soies relativement
clairsemeées et les poils tres denses, blanchatres, apprimés donnent un aspect blanchéatre-cinéreux
distinctif a cette espece. De méme, la presence de soies denses, blanchatres et permeables, en

particulier celles du calice, contribue au facies caracteristique d’E. bumile. [14].
1.3.2. Propriétés et usages thérapeutiques des plantes du genre Echium

Les especes d’Echium ont été utilisées comme médecines populaires a travers I'endémie

répartition géographique des archipels d'Asie, d'Europe et de Macaronésie.

Les espéces du genre Echium, Ce sont des plantes sauvages, originaires d’Afrique du
Nord. Traditionnellement utilisées dans la médecine populaire algérienne pour le traitement
de la jaunisse, du diabéete et de ’amygdalite. L’utilisation de plantes médicinales a des fins

thérapeutiques est en augmentation dans le monde.

Parmi la plante parties, les racines sont les plus utilisées, suivies des parties aériennes. Les
especes d'Echium exercent un effet sédatif, propriétés pharmacologiques anti-inflammatoires,
antioxydantes et anxiolytiques. En conséquence, ces especes sont largement utilisées pour
traiter les problémes respiratoires, les ulcéres, les troubles de santé mentale et pour aider a la

cicatrisation des plaies [15].
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1.4. Les substances actives des plantes médicinales

Les plantes ont une importance capitale pour la survie de I'nomme et des différents
écosystemes. Elles renferment une part importante des composés qui interviennent dans
I'ensemble des réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans l'organisme. On
distingue ainsi deux groupes de métabolites :

e Les métabolites primaires :

Sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes les cellules de I'organisme
d'une plante pour y assurer sa survie. Ces composés sont classés en quatre principaux
groupes : les glucides, les protéines, les lipides et les acides nucléiques [16].

e Les métabolites secondaires :

Sont des molécules organiques complexes synthétisees et accumulées en petites
quantités par les plantes [17]. Ils sont nécessaires a sa défense contre les agressions
externes. Cependant, ils ne sont pas toujours nécessaires a la survie de la plante. On
trouve ces métabolites dans toutes les parties de la plante, mais ils sont distribués

differemment selon leurs roles. Cette distribution varie d'une plante a l'autre.

Les métabolites secondaires font I'objet de nombreuses recherches pour leurs intéréts
multiples. Ils sont mis a profit aussi bien dans l'industrie alimentaire, cosmétique que
pharmaceutique. 1ls sont largement utilisés en thérapie comme vasculo-protecteurs, anti-

inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et anti-radicalaires [18].

Donc, les plantes médicinales doivent leur action a un ou plusieurs principes actifs que
I’on peut analyser chimiquement et qu’il est indispensable de les connaitre pour comprendre

comment elles agissent sur ’organisme [19].

1.4.1. Métabolites secondaires chez les vegétaux

1.4.1.1. Principes généraux de classification des métabolites secondaires

On distingue classiqguement trois grandes catégories de métabolites secondaires chez les végétaux :

> Les alcaloides et composés azotés.
» Les composés phénoliques.
> Les composés terpéniques.

Auxquelles on ajoute classiquement :
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= La catégorie des hétérosides, constituée de dérivés glycosylés de composés terpéniques,
phénoliques et plus rarement d’alcaloides. Ces glycosylations affectent largement leurs
propriétés biochimiques (dont I’extractibilité dans différents solvants) mais également leurs
effets biologiques (toxicité, propriétés pharmacologiques).
= Les molécules désignées sous le terme de « composés mixtes » ou « composés d’origine
mixte », qui correspondent & des condensations de molécules provenant des catégories citées
plus haut. Mais souvent, les composés mixtes peuvent étre rattachés a 1’'une des catégories
précédentes.
On distingue enfin d’autres familles de métabolites secondaires plus restreintes en termes de
nombre de composés et de nombre d’especes végétales concernées (désignée parfois comme la
catégorie des « miscellanous compounds »). On peut citer par exemple les composés dérivés du

soufre présents dans les Aillacées, mais également chez certaines algues et plantes maritimes.

Dans chacune de ces grandes catégories, on distingue quantité de catégories inférieures. Les
classifications sont généralement basées sur :
e La nature biochimique des molécules, leurs propriétés et effets biologiques (dans le cas des
alcaloides).

e et/ou de leur origine biosynthétique.
1.4.1.2. Classification des métabolites secondaires

1.4.1.2.1. Les composés phénoliques

IIs se caractérisent par la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est
directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction : éther,

ester ou hétéroside [20].

1.4.1.2.2. La biosynthése des composés phénoliques

Les composés phénoliques des vegétaux sont issus de deux grandes voies d’aromagénese :

o La voie la plus courante est celle qui, via le shikimate (I’acide shikimique) conduit des oses
aux amino-acides aromatiques ( phénylalanine (Phe), la tyrosine (Tyr) et le tryptophane
(Trp)). puis par désamination de ces derniers aux acides cinnamiques et a des trés nombreux

dérivés : acides benzoiques, acétophénones, lignanes et lignines, coumarines, etc... [21].
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Cette voie débute par la condensation d’un érythrose-4-phosphate (prélevé sur la voie
des pentoses) et d’un phosphoénolpyruvate (produit de la glycosyle) pour former un
composé hétérocyclique a sept carbones, le 3-désoxy-D-arabino-heptuloronate-7-
phosphate (DAHP) qui apres déphosphorylation, déshydratation et réduction, donne du
shikimate. Une série de réactions assure ensuite 1’accrochage d’une chaine latérale et la
création d’une double liaison sur le cycle, d’ou le chorismate. Toutes ces réactions, dont
certaines exigent de I’ATP, sont catalysées par des synthases [22].

o L’autre voie, voie de I’acétate et conduit a des poly-p-cétoesters de longueur variable,
les polyacétates, qui engendrent par cyclisation (réaction de CLAISEN oucondensation
aldolique), des composés souvent polycycliques : chromones, isocoumarines,

xanthanes, quinones, etc...

La diversité structurale des composés phénoliques due a cette double origine
biosynthétiques est encore accrue par la possibilité treés fréquente d’une participation
simultanée du shikimate et de [’acétate a 1’¢laboration de composés d’origine mixte

(flavonoides lato sensu, stilbénes, pyrones, xanthones, etc...) [23].
1.4.1.2.3. Réles biologiques

Les recherches recentes sur les composes phénoliques en générale et les flavonoides en
particulier sont trés poussées en raison de leurs diverses propriétés biologiques comme les
activités antiallergique, anti-artherogénique, anti-inflammatoire, hépato-protective, antivirale,
antibactérienne, anti-carcinogénique, anti-thrombotique, cardio-protective et vasodilatoire
(Tableau 1.1). Ces actions sont attribuées a leur effet antioxydant qui est due a leurs propriétés
redox en jouant un réle important dans la destruction oxydative par la neutralisation des

radicaux libres, piégeage de I’oxygene ou décomposition des peroxydes [24].
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Tableau 1.1 : Exemples des r6les biologiques des composés phénoliques [25].

Composés
phénoliques
Acides phénoliques

Tanins

Flavonoides

Coumarines

Anthocyanes

Proanthocyanidines

Tannins galliques
et catéchiques

Lignanes

Activités biologiques

Antifongique, antioxydant, antibactérienne

Effet stabilisant sur le collagene, antioxydant, anti-
diarrhéique, effet antiseptique, effet vasoconstricteur.
Anti-tumorale, anti-carcinogene, anti-inflammatoire,
antioxydante, antiallergique, antiulcéreuse, antivirale,
antimicrobienne, hypotenseur, diurétique.
Anticoagulante, antioxydante, protectrice vasculaire et
anti-cedémateuse.

Protectrices capillaro-veineux, antioxydant

Effets stabilisants sur le collagéne, antioxydants, anti-
tumorale, antifongiques et anti-inflammatoires.

Antioxydantes

Anti-inflammatoires, analgésiques

1.4.1.2.4. Roles physiologiques

— Ce sont des pigments permettant la coloration des fleurs, des fruits et parfois des
feuilles et sont impliqués dans les réactions de défense contre les agents pathogenes ou
le rayonnement UV.
— lls sont engagés dans les processus de germination, floraison, tubérisation et la
croissance racinaire.
— Le contrdle de la croissance et du développement des plantes en interagissant d’une

maniére complexe avec diverses hormones végétales de croissance [26].

10
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1.4.1.2.5. Classification des composés phénoliques

1. Les non flavonoides

a. Les acides phénoliques :
Le terme d’acide-phénolique peut s’appliquer a tous les composés possédant au moins une
fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. La pratique courante en phytochimie
conduit a réserver I’emploi de cette dénomination aux seuls dérivés des acides benzoique et

cinnamique [23].

b. Les coumarines :
Tirent leur nom de « coumarou » nom vernaculaire de la féve tonka, d’ou fut isolée en
1820. Ce sont des hétérocycles oxygenés ayant comme structure de base le benzo-2-pyrone
[16].

c. Les lignanes :

Ce terme désigne habituellement des composés dont le squelette résulte de 1’établissement
d’une liaison entre les carbone-f des chaines latérales de deux unités dérivés du 1-phénol
propane (liaison 8-8"). On dit aussi que ce sont des dimeéres d’alcools ou d’acides cinnamiques
[23].

d. Les stilbénes :
Ce sont des composes phénoliques, qui possedent deux noyaux benzéniques séparés par un
pont éthane ou éthéne, dont la structure est C6-C2-C6 comme les flavonoides, généralement

peuvent étre libres ou hétérosidiques parfois polymériques [23].

2. Les flavonoides :

Ces composes sont présents chez toutes les plantes vasculaires et la plupart des Bryophytes
[27], ayant une structure de base en C6-C3-C6, constituée de deux noyaux aromatiques,
désignés par les lettres A et B reliés par un hétérocycle oxygéné, indiqué par la lettre C [23].

Les flavonoides sont classés en fonction du degré d’oxydation du noyau pyranique central.
On les distingue aussi par le nombre et la position des groupements hydroxyles et par
I’existence ou non de substituant sur la génine. Tous les flavonoides ont une origine

biosynthétique commune et de ce fait possédent le méme élément structurel de base.

11
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Figure 1.2 : Structure de base des flavonoides [22].

a. Lesanthocyanes :

Un terme général qui regroupe les anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés. Ces
molécules faisant partie de la famille des flavonoides et capables d’absorber la lumiere
visible, ce sont des pigments qui colorent les plantes en, bleu, rouge, mauve, rose ou orange
[28].

Leur structure de base est caractérisée par un noyau « flavon » généralement glycosylé 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 liés a la molécule. L’aglycone ou

anthocyanidine constitue le groupement chromophore du pigment [27].

12
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Tableau 1.2 : Structures chimiques de certains composés phénoliques [18].

L’acide benzoique

L’acide cinnamique

Benzo-2-pyrone
(Isocoumarine)

@)
OH éHg

Lignane (Matairesinol)

(0] | AN
OH (0]
0
Coumarines O OH
CH?
H’C
A |
HO
OH OH N
o) o] 0
| 3
CH

OH

Stilbéne (Resveratrol)

Flavane

Isoflavane

Anthocyanes

1.4.1.2.2. Les alcaloides

Les alcaloides sont principalement extraits des plantes fleurissantes, mais on les trouve

également chez quelques animaux comme les fourmis, les grenouilles et les coccinelles. Ce

sont des composés relativement stables qui sont stockés dans les plantes en tant que produits

de différentes voies biosynthétiques, la plupart du temps a partir des acides aminés tels que la

lysine, ’ornithine, la tyrosine et le tryptophane. Quelques structures sont relativement

simples, tandis que d'autres sont tout a fait complexes. Les alcaloides peuvent se trouver dans

toutes les parties de la plante, mais selon I'espece de la plante.
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1.4.1.2.2.1. Réles physiologiques

Le r6le des alcaloides dans les végétaux est encore largement inconnu. Certaines théories
prédisent que certains alcaloides interviennent dans les relations plantes/prédateurs en
protégeant les premiéres contre 1’agression des seconds. Plusieurs alcaloides sont tres
toxiques et offrent, par conséquent, un arsenal chimiques de défense des plantes contre
I’attaque des herbivores et des microorganismes, par exemple la nicotine empéche la
croissance des larves du tabac. En outre, certains alcaloides protégent les plantes contre les
dommages provoques par la lumiére UV. lls constituent aussi une réserve de substances
capables de fournir ’azote ou d’autres fragments nécessaires au développement de la plante.

Les alcaloides sont totalement impliqués dans une chimie de communications inter et
intra-espece, intégres dans une écologie chimiques. Dans les relations inter-espece, le godt

amer est une approche non négligeable souvent suivie de la toxicité.

1.4.1.2.2.2. Réles biologiques

Les alcaloides sont des substances particulierement intéressantes pour leurs activités
pharmacologiques qui s’exercent dans les domaines les plus variés :

— Au niveau de systéme nerveux centrale qu’ils soient dépresseurs (morphine,
scopolamine) ou stimulants (strychimie, caféine)
— Au niveau de systéme nerveux autonome : sympathomimétiques (éphédrine) ou
sympatholytique (yohimbine), parasympathomimétique, inhibiteurs des cholinestérases
(pilocarpine, galanthamine), anti-cholinergiques (atropine, hyoscyamine, scopolamine),
ganglioplégiques (spartéine, nicotine).
— On notera aussi I’existence des curarisants, d’anesthésiques locaux (cocaine), d’anti-

fibrillants (quinidine), d’anti-tumoraux, d’antipaludiques et d’amoebicides [23].
1.4.1.2.2.3. Classification des alcaloides selon I’origine biosynthétique

1. Les alcaloides vrais :
Existent sous forme de sels, correspond a des substances formées a partir d’un acide
aminé, leur atome d’azote est inclus dans un systéme hétérocyclique et elles possedent une

activité pharmacologiques significative.

14
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2. Les pseudo-alcaloides :

Présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais, mais ne sont pas
dérivés des acides aminés. Il s’agit dans la majorité des cas connus d’isoprénoides et I’on
parle alors d’alcaloides terpéniques. On connait également des substances azotées

hétérocycliques issues du métabolisme de I’acétate.

3. Les proto-alcaloides :
Ce sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans un systéme hétérocyclique;

ils ont une réaction basique [23].

1.4.1.2.2.4. Les alcaloides pyrrolizidiniques (AP)

Les alcaloides de pyrrolizidine sont des toxines naturellement présentes dans une grande
variété d’especes végétales et affectent la faune sauvage, les animaux d’¢levage et les
humains [29].

Les AP et leurs oxydes azotés forment un grand groupe de métabolites secondaires
produits par certaines plantes qui peuvent devenir hépatotoxiques (I’intoxication chronique se
traduit par une perte d’appétit, des douleurs, une distension abdominale, une augmentation du
volume du foie). Certains d’entre eux se sont révelés génotoxiques et cancérigénes [30].
Ces alcaloides sont caractérisés par une structure pyrrolizidine qui correspond a I’association
de deux cycles pyrroles. La diversification chimique se fait par des ramifications, sur la
position 1 et 7 du noyau pyrrolizidine. La plupart de ces alcaloides sont des esters formés
entre des amino-alcools et un ou deux acides carboxyliques aliphatiques. Les aminoalcools
dérivés de la pyrrolizidine sont appelés des nécines. Les acides estérifiant ces nécines sont des

acides aliphatiques pouvant compter jusqu’a 10 carbones et sont nommés acides néciques

[31].
Conclusion

Les métabolites secondaires des végétaux sont des molécules qui constituent tres souvent la clé
de voiite du systéme d’interactions entre les plantes et leur environnement.

Les Boraginaceaes sont I’'une des familles les plus connues parmi les plantes a fleurs. Ils ont été
largement étudiées, en raison notamment de leur importance économique, Ils sont aussi largement
utilisées en médecine traditionnelle pour certaines propriétés thérapeutiques.

Une recherche bibliographique exhaustive faite sur les espéces du genre Echium, nous a permis

de constater que ces plantes sont peu étudiées et que leur composition chimique reste a déterminer.
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I1. Etude phytochimique et biologique de la plante étudié

- Introduction
Cette partie se base sur 1’étude de la composition chimique des différents extraits de la partie

aérienned’une plantedu genre Echiuma savoir le screening phytochimique, le dosage des
polyphénols totaux et des flavonoides,et I’évaluation de ’activité antiradicalaire et antimicrobienne

des différents extraits de cette plante.

11.1.Etude bibliographique de la plante
11.1.1. Description botanique

Plante de 5-25 cm, a racine rouge-vineux, en genéeral rameuse des la base, a tige centrale

dressée, a tiges latérales ascendantes.

e Indument
Double, formé de soies raides étalées, insérées sur un tubercule bien visible a l'oeil nu, et

d'une pubescence courte hérissée, souvent tres abondante.

e Feuilles
Planes, spatulées ou lancéolées, obtuses, les inférieures atténuées enpétiole, les supérieures

sessiles, toutes couvertes de I'indument double des tiges.

Figure 11.1 : Les feuilles de la plante d’Echiumtrygorhizum[33].
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e Inflorescence
De forme variable, groupant en général des cymes assez nombreuses, peu denses, dressées
ou dressées-étalées, s'allongeant assez rapidement et pouvant atteindre 10-12 cm a la

fructification ; bractées linéaires-lancéolées ou linéaires, obtuses.

Echium trigorhizum

Figure 11.2 : Planche extraite de la Flore du Sahara de Paul Ozenda[34].

o Fleurs

Sessiles ou subsessiles; calice (6-8 mm) a divisions linéaires, obtuses ; corolle longue de
15-22 mm, le plus souvent d'un beau bleu & I'anthése, rarement blanche, finement pubescente
extérieurement, glaBre intérieurement, peu dilatée a la gorge, a limbe assez ouvert, nettement
oblique; anneau basilaire glabre ou poilu, formé d'une membrane continue, a 10 lobes plus ou
moins marques; étamines a filets glabres, les antérieures et les latérales exsertes ; antheres
jaunatres; style poilu-hérissé, sauf en général sous la bifurcation, assez longuement bifide
(1,5-3 mm); calice fructifere peu accrescent.: (3mm) grisatres ou brunatres, couvertes de petits

tubercules émoussés [34].
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Figure 11.3: Fleures de laPlante Echiumtrygorhizum[35].

11.1.2. Nomenclature

Nom :EchiumtrygorrhizumPomel[36].

Synonymes :Echiumpycnanthumsubsp. trygorrhizum (Pomel)[37].

11.1.3. Taxonomie
Systéme de classification : APG IV
Superrégne : Eucaryote
Regnum : Plantes
Cladus : Angiospermes
Cladus :Eudicots
Cladus :eudicots de base
Cladus: Astérides
Cladus :Lamiides
Ordre:Boraginales
Famille : Boraginacées
Sous-famille :Boraginoideae
Tribus :Lithospermeae
Genre :Echium
Section : E. sect. Echium

Espeéce :Echiumtrygorrhizum
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Figure 11.4: EchiumtrygorrhizumPomel[38].
11.1.4. Usages thérapeutiques de la plante

L’espéceEchiumtrygorrhizumPomel, C’est une plante sauvage, originaire d’Afrique du Nord. Est
connue localement sous le nom de « Hamar » ou «Hmimiche». Traditionnellement utilisées dans la
médecine populaire algérienne pour le traitement de la jaunisse, du diabéte et de I’amygdalite.

L’utilisation de plantes médicinales a des fins thérapeutiques est en augmentation dans le monde.

11.2.Etude phytochimiqueduEchiumtrygorrhizumPomel

11.2.1. Récolte du matériel végétal

La plante EchiumtrygorrhizumPomel, a été récoltée durant le mois d’avril 2012de la région de
Ghardaia (Sud algérien). La détermination botanique a été effectué sans équivoque et un voucher a
¢té conservé dans I’herbier de I’unité de recherche VARENBIOMOL (Université de Constantine 1).

11.2.2. Extraction de la planteEchiumtrygorrhizum

La quantité de matériel végétal obtenue (851g) a subit une macération dans un mélange
hydroalcoolique (Mthanol/Eau ; 80 : 20 ; v/v) pendant 72 heures. Le premier extrait récupéré est
concentré sous pression réduite et une température modérée (environ 35 °C). La macération est
répetée 3 fois avec renouvellement du solvant et dure dans chaque cas de 24 a 48 heures. Les trois
extraits hydroalcooliques récupeérés sont réunis et concentrés. A la solution concentrée obtenue, on

ajoute sous agitation magnetique 340 ml d’eau distillée a raison de 400 ml pour 1kg de matiére
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seche, et du tétraacétate de plombPb(OAC) jusqu’a disparition de la coloration verte au profit d’une
coloration marron. La solution ainsi obtenue est laissée au repos a froid pendant une nuit pour
décantation. Cette décantation permet le dépot de la chlorophylle, des cires, du sable, etc....

Apreés filtration on obtient une solution aqueuse claire. Cette phase aqueuse subit une extraction de
type liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité croissante en commencant par de I’éther de
pétrole, le chloroforme, puis 1’acétate d’éthyle et en dernier le n-butanol.Les quatre phases
organiques récupeérées sont sechées avec du Na2SO4 anhydre puis filtrées, concentrées sous pression
réduite a sec et pesees.

Le protocole d’extraction est résume dans 1’organigramme (Figure I11.5) montrant les différentes

étapes du processus d’extraction.
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Matiére vegétale

e Macération a froid dans un mélange
3 MeOH/H,0 (80 : 20 ; v/v) 3 fois 24h

e Filtration

Extrait
Hydro-alcoolique

e Concentration non a sec (t = 35°C)
e Dilution avec de H,O distillée
o Filtration

A 4

Filtrat

e Extraction par de I’éther de pétrole (x1)
J, e Décantation

¥
Phase aqueuse Phase organique
e Extraction par duCHCI; (x3)
e Décantation e Séchage par
I X l Na,SO4anhydre
e Filtration
Phase aqueuse Phase organique e Concentration
e Extraction par de e Séchage par Na;SOsanhydre |
I'AcOEt (x3) e Filtration _
4 ° Decantation 1 * Concentration Extrait ether
v ¥ de pétrole
. Extrait
Phase aqueuse
q Phase organique [ chloroforme ]
e Extraction par
Le n-butanol (x3) e Séchage par Na,SO4anhydre
e Décantation o Filtration

. Concentration

Extrait

Y AcOEt
v v

Phase aqueuse Phase organique

e Séchage par Na.SO4anhydre
e Filtration
e Concentration

Extrait n-

butanol

Figure 11.5 : protocole d’extraction d’Echiumtrygorrhizum
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11.2.3.Screening phytochimique (Travail personnel)

Le screening phytochimique est un test qualitatif qui permet de détecter la présence ou I’absence
des familles chimiques essentiellement telles que les composés phénoliques, les hétérosides
notamment les saponosides, les composés azotés en particulier les alcaloides, les isoprénoides qui
renferment les stéroides, et les composes terpéniques et triterpeniques. 1l est basé sur :
- Les essais de solubilité, des constituants de la plante, vis-a-vis des solvants organiques de
polarité différente.
- Des réactions de coloration et de précipitation.

- L’examen sous la lumiére ultraviolette.

11.2.3.1.Caractérisation générale des extraits d’Echiumtrygorhizum

1. Détection des tanins

Une solution de FeCls diluée a 5% dans de I’éthanol est ajoutée a un tube a essai qui contient une
quantité de chaque I’extrait et d’eau.

L’apparition d’une couleur verdatre ou bleu noir indique la présence des tanins [39].
2. Détection des flavonoides (test de Shinoda)

Le test consiste a ajouter 5 mL d’éthanol a une petite quantité de chaque extrait, puis quelques
gouttes d’HCI concentré et 0.5g de coupeau de magnésium.

La présence des flavonoides fera virer la solution vers une couleur rose ou magenta [40].
3. Détection des alcaloides

Les alcaloides ont été caractérisés a partir du réactif de Wagner, 1.5 mL de HCI est ajouté a chaque
extrait puis le tout est filtré, quelques gouttes de réactif de Wagner est ensuite ajouté au filtrat
recueilli

L’apparition d’un précipité brun indique la présence d’alcaloides [41].
4. Détection des terpenes

Dans un tube a essai contenant une quantité de chaque extrait est ajouté 0.5 mL de chloroforme et
0.5 mL d’anhydride acétique, apres dissolution il est ajouté 1mL d’acide sulfurique concentré. La
réaction est effectuée a froid.

La formation d’un anneau rouge brunatre ou violet traduit la présence des terpénes [41].

22



Chapitre 11 Etudes chimiques et biologiques de la plante

5. Détection des saponosides (test de la mousse)

Dans un tube a essai, une quantité de bicarbonates de sodium et d’cau est ajoutée a quelques
milligrammes chaque extrait, le mélange est ensuite agité.

La présence de saponosides se manifeste par 1’apparition d’une mousse sous la forme d’alvéoles de

miel stable [42].
6. Détection des stérols (test de Salkowski)

La mise en évidence des stérols se fait en ajoutant 2 mL de chloroforme dans quelques
milligrammes de chaque extrait, puis 2 mL de H>SO4 concentre. Le mélange est secoué puis laissé
au repos quelques minutes.

L’apparition de la couleur rouge dans la couche chloroforme indique la présence des stérols [41].
7. Détection des anthraquinones

Une solution chloroforme/éther de pétrole est préparée dans les proportions (1:1). Quelques
millilitres de la solution précédente sont ajoutés a un tube a essai qui contient déja une quantité de
chaque extrait, puis quelques gouttes de NaOH sont ajoutées.

L’apparition d’une couleur rouge indique la présence des Anthraquinones [43].
8. Détection des sucres (test de Fehling)

Dans un tube a essai une quantité de chaque extrait est ajoutée a ImL de méthanol, ensuite 1mL de
solution de Fehling est ajouté au mélange précédent. Le tube a essai est placé dans un bain marie
qui contient de I’eau bouillante pendant 8 minutes.

L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des sucres [44].
9. Détection des diterpenes

Dans un tube & essai contenant une quantité de chaque extrait dissout dans 1’eau distillée et ajouter
quelques gouttes de solution d’acétate de cuivre.

L’apparition d’une couleur émeraude vert qui indique la présence des diterpénes[45,46].

11.3.Etude quantitaves

11.3.1.Dosage des polyphénols totaux
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11.3.1.1.Principe

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué de réactif Folin-Ciocalteu selon la méthode cité par
[47].

La teneurdes polyphénols totale est habituellement déterminée colorimétriqguement avec
spectrophotometre UV- vis en utilisant 1’essai généralement FolinCiocalteu. Ces essais sont basés
principalement sur la réduction du réactif acide phosphotugestique (réactif de Folin) dans une

solution alcaline [48].
Réactifs utilisés :

- Eau distillé, Méthanol

- FCR (Folin-Ciocalteu réactif)

- Na2COs de 7,5% (Carbonate de sodium)
- Acide Gallique

- Extrait de plante

11.3.1.2. Mode opératoire

Préparation de Carbonate de sodium (Na2COs)a 7,5% :

7,5 gramme de Na,COs et sont dissouts dans 100 ml d’eau distillé.

Préparation de I’extrait de plante :

Une masse de 1 mg de chaque extrait est dissoute dans un volume de 1 ml Méthanol.

Préparation de FolinCiocalteu (FCR) dilué 10fois

1ml de la solution FCR concentré (2M) est complété a 10ml avec 1’eau distillée (9ml).

Préparation des solutions d'acide gallique :
Les solutions ont été préparé a partir d'une solution mere : 1 mg d'acide gallique solubilisé dans 2
ml de méthanol, puis différentes concentrations allant de: 0.125 jusqu'a 0.0156 mg/ml ont été

préparees.

11.3.1.3. Procédure expérimentale

Bri¢vement 200 ul de chaque extrait ont été ajouté a 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu 10 fois
dilué. Les solutions ont été¢ mélangées et incubées pendant 4minutes.Aprés I’incubation 800ul de la

solution de carbonate de sodium (Na2Coz) 75¢/1 a été ajouté et agité. Les polyphénols totaux sont
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déterminés aprés 2heures d’incubation a la température ambiante. L.’absorbance de la couleur bleue

en résultant a été mesurée au Amax = 765 nanometres avec un spectrophotometre.

La quantification a été faite en ce qui concerne la courbe standard de 1’acide gallique. Les résultats

ont été exprimés en pg équivalent d’acide gallique/mg d’extrait [47].

Le taux de composes phénolique set détermination par la loi suivant :

T=(C*V)/M

T : taux des composes poléphinoliques.
C : concentration d’extrait équivalent.
V : Volume d’extrait (ml).

M : poids sec d’extrait (g).
Droite d'étalonnage de I'acide gallique

Une courbe d'étalonnage est préparée en utilisant I'acide gallique comme standard, dans les mémes

conditions que les échantillons.

200ul de P’extrait + 1ml du réactif de folin-ciocalteu

ﬂ Incubation 4 min

Ajouté 800pl de la solution de carbonate
de sodium(Na2COs3)

!

Incuber a la température de laboratoire
pendant 2h

!

L’absorbance a été mesurée a une
longueur d’onde de 765 nm

Figure 11.6 : les étapes de dosages des polyphénols totaux.
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11.3.2. Dosage des flavonoides

11.3.2.1. Principe

Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe entre Al*3 et les
flavonoides. Ces dernier forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et
aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux atomes
d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’¢électrons [49].

La teneur en flavonoides totaux a été déterminée selon la méthode décrite par [50]. Avec

modification des réactif(remplacé nitrite de sodium par acétate de sodium).

| lc .
\

Figure 11.7 : Réaction du Chlorure d’aluminium et les flavonoides[51].
Réactifs utilisés :

- Méthanol

- Eau distillé

- 10% chlorure d’aluminium (AI(NO3)3, 9H-0)
- IMd’acétate de sodium (CH3COONa)

- Quercetin (Flavonoide)

- Extrait de plante

11.3.2.2.Mode opératoire

Préparation de I’extrait de plante :
-Une masse de 1 milligramme de chaque extrait est dissoute dans un volume de 1 ml de méthanol.

Préparation des solutions:
- Peser 2,05 g d'acétate de sodium et le dissoudre dans une fiole de 25 ml par le méthanol.
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- Peser 10 mg de chlorure daluminium et le dissoudre dans un tube a essai contenant 10 ml d'eau
distillée.
- Transférer le mélange dans une fiole de 100 ml et compléter avec du méthanol jusqu'au trait des
100 ml.

Préparation des solutions de la quercétine :

La solution est préparée avec la quercétine a des concentrations variables de (0 30) pg/ml. 2000 pl
de chaque dilution est a ét¢ mélange avec 100 pl de trichlorure d'aluminium (10%) et 100pl
d'acétate de sodium (1M) et 2500 pl de l'eau distillée. Apres une heure (1h) d'incubation a
température ambiante L'absorbance a été mesurée a 420 nm par un spectrophotométre UV-Visible
[50].

11.3.2.3. Procédure expérimentale

Des volumes de 100 pl de solution de chlorure d'aluminium ont été ajoutés a 2 ml de solution
d'extrait ou de fraction Aprés 4 min d'incubation, on rajoute 100 pl de solution d'acétate de sodium.

Le mélange a eté mis en contact avec 2.8ml I'eau distillée.

L'absorbance a été mesurée a une longueur d'onde de 420nm contre un blanc constitué de 100 pl de
solution d'acétate de sodium de 100 pl de solution de chlorure d'aluminium et de 2.8ml de I'eau
distillée.

2 ml de solution d’extrait
+

0.1 ml de solution d’acétate sodium
+

1 ml de solution de chlorure d’aluminium

ﬂ Incubation 5 min

Ajouté 2.8ml I’eau distillée

!

L’absorbance a été mesurée a une
longueur d’onde de 420 nm
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Figure 11.8 :Résumédu protocole de dosage des flavonoides totaux

La quercétine a été utilisee comme standard de référence pour I'établissement de la courbe
d'étalonnage et pour la quantification des teneurs en flavonoides totaux exprimees en milligramme

d'équivalent de quercétine par gramme d'extrait (mg EQ/g d'extrait).

11.4.Etude biologique d’Echiumtrygorrhizum

11.4.1.Evaluation de I’activité antioxydante

11.4.1.1.La méthode de piégeage du radical libre DPPH<
11.4.1.1.1.Principe

Il s’agit de la méthode la plus simple dans laquelle un composé ou un extrait est mélangé a une

solution de DPPH et I’absorbance est évalué aprés un temps spécifié.

Le DPPH est caractérisé par des radicaux libres stables (électrons non appariés sur des atomes de
pont d’azote).du fait de cette délocalisation, les molécules de radicaux libres ne forment pas de
dimeéres, le DPPH conserve sa forme monomérique relativement stable a température ambiante, et
cette délocalisation produit une couleur violet foncé mesurable a environ 517 nm en solution

éthanolique détectée par spectrophotométrie [52].

-

B30 =0
| NN NO; <= | . — N—N— NO, | 4 .
S "

DPPH DPPH-H

 Rose.St7am Jaune

‘, M  represents antioxidant

Figure 11.9:Réaction radicalaire DPPHe avec un représentes antioxydant [53].
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Préparation du DPPH

Une quantité de 4mg de DPPH est dissout dans 100ml méthanol avec agitation pendant 30 min, a

I’abri de la lumieéres .I’absorbance est de (0,7-0,9) mesure avec un spectrophotométre a 517 nm .
11.4.1.1.2. Mode opératoire

400ul des solutions des extraits ont été ajoutés a 1600 ul DPPH (3% préparé dans le méthanol).

En parallele un contrble négatif estpréparé en mélangeant 400l de méthanol avec 1600 pl de la
solution méthanolique de DPPH. La lecture de I’absorbance est faite contre un blanc prépare pour
chaque concentration a 517nm aprés 30 min d’incubation a I’obscurité et a température ambiante .le
controle positif est préparé par une solution d’un antioxydant standard ; 1’acide ascorbique dont
I’absorbance a ét¢ mesuré dans les mémes conditions que les échantillons et pour chaque
concentration, le test est répété 2fois .I’activité anti radicalaire est estimée selon 1’équation ci-
dessous [54].

Le pourcentage d’inhibition (PI) des radicaux libres DPPH a été calculé selon la formule :

PI (%) = [(A0-A1)/A0] x100

Pl=Le pourcentage d’inhibition
A0 = Absorbance du blanc
Al = Absorbance de 1’échantillon

Nous avons commencé par une concentration de 2 mg/ml et on a appliqué 9 délutions pour chaque

extrait.
Tableau I1.1: préparation des solutions meres
extraits La quantité des Meéthanol Concentration de la solution
extraits mere (mg/ml)
Chloroformique 2mg iml 2
Acétate d’éthyle 2mg iml 2
n-Butanol 2mg iml 2
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Tableau 11.2 : préparation d’une gamme de solutions filles

o SO S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7
S
E
3
4
|

iml 0,5 0,5extrait | 0,5extrait | 0,5extrait | 0,5extrait | 0,5extrait | 0,5extrait
° extrait+
=3 d’extr (S1)+ (S2)+ (S3)+ (S4)+ (S5)+ (S6)+
B | ait 0,5metha
5 - 0,5metha | 0,5metha | 0,5metha | 0,5metha | 0,5metha | 0,5metha
£ nol nol nol nol nol nol
a

NB :L’extrait ethériquen’as pas d’activité antioxydante.

La concentration de I’échantillon nécessaire pour neutraliser 50% des radicaux libres (ICso) a été

déterminée graphiquement par la régression linéaire.

Préparation de solution de DPPH 3% dans méthanol

1

0,4ml extrait +1,6ml DPPH

1

Incubation a température ambiante pendant 30min a labri de la lumiére

1

Lecture d’absorbance a 517 nm

Figure 11.10 : schéma de protocole d’activité anti oxydante avec DPPH.
11.4.1.2. Méthode de blanchissement du p-caroténe BCB :

L'évaluation de l'activité antioxydante par le test de blanchissement du [-caroténe repose sur la
mesure d'inhibition des hydroperoxydes conjugués diénes résultant de I'oxydation de I'acide

linoléique. [55].
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11.4.1.2.1.Principe

Les activités inhibitrices de peroxydation des lipides par les polyphénols et les flavonoides ont été
¢évaluées par ’essai du blanchiment du -carotene qui est fondé sur la perte de la couleur orange de
B-caroténe due a sa réaction aux radicaux qui sont constitués par oxydation d’acide linoléique dans
une émulsion. La présence de différents antioxydants peut géner I’ampleur du blanchiment du f-
caroténe en neutralisant le radical libre de linoléate et d’autres radicaux libres formés dans le
systéeme [56]. Cette méthode est employée couramment parce que le B-caroténe montre une activité
biologique forte et est un composé physiologique important [56]. En outre, le B-carotene est
employé comme agent de coloration en boissons, et sa décoloration réduirait nettement la qualité de

ces produits [56].
11.4.1.2.2.Mode opératoire

Une quantité de 2mg de béta-carotene a été solubilise dans 10ml de chloroforme (CHCIs), la
solution est transféré dans un ballon contenant probablement 200ul d’acide linoléique et 200mg de
tween 40.Aprés évaporation totale de chloroforme ,100ml d’eau distillée ont été additionnées au

résidu et I’ensemble a ét¢ mélangé vigoureusement jusqu’a obtention d’une émulsion.

Un volume de 4800pul de cette émulsion a été ajouté dans des tubes contenant chacun 200ul de
chaque extrait (a une concentration finale de 2mg/ml préparé dans méthanol).apres agitation, les
tubes sont placés dans un bain marie a 50°C pendant 2h. L’absorbance a été mesurée
immédiatement contre un blanc (émulsion sans extrait) a 470nm, correspondant au t=0. Les tubes
ont été par la suite placés dans un bain marie a 50°C pendant 2h .aprés incubation ces derniers ont

¢été de nouveau mesurés a la méme longueur d’onde (t = 120 min).

La méme procédure a été répétée avec le hydroxy anisole butyle (BHT) (1mg/ml) comme un
contréle positif avec méthanol comme des contrdles négatifs. Les absorbances ont été lues a 470nm,

apres [30, 60, 90,120] min d’incubation a température ambiante [57].

L’activité antioxydante des extraits et du BHT a été calculée par rapport au contréle négatif en

utilisant 1’équation suivante [58].

Abs échantillont =y - Abs échantillont =4,

AA% =1 —
H=1 (Abs controlet =; - Abs contréle t =4,

] %100

Abs échantillon t=0 : Représente I’absorbance en présence de 1’extrait (antioxydants) a 0 min
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Abs échantillon t=120 : Représente 1I’absorbance de I’extrait a 120min
Abs controle t=0 : Représente I’absorbance du contréle a 0 min

Abs controle t=120 : Représente 1’absorbance du contréle a120min

2mg de B-carotene + 10ml chloroforme

| Connd

Ajouté 200ul acide linoléique + 200mg tween 40

Evaporation total de
chloroforme par rota-vape

Ajouté au résidu 100ml eau distillée

ﬁ Agitation

Obtention d’une émulsion p-caroténe/ acide linoléique

!

Dans des tubes & essais 4800l de cette émulsion+200ul de chaque extrait
la concentration de 2mg/ml

ﬂ Agitation

Placée les tubs dans un bain marie fermé a 50°C pendant 2h
(120min)

!

Lecture d’absorbance chaque 30min a 470nm

Figure 11.11: schéma de protocole d’activité anti oxydante avec BCB.
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11.5.1. Evaluation de L’activité antimicrobienne

Introduction

Les tests antimicrobiens ont pour but de rechercher 1’activité biologique des extraits de notre plante

Echiumtrygorhizum vis-a-vis des différents microorganismes : bactéries, moisissure, levure.

Dans ce chapitre nous allons étudier in vitro le pouvoir antimicrobien des extraits préparé a partir de
I’espéce E.trygorhizum par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélose solide,

Mueller-Hinton pour les bactéries et sabouraud pour les champignons.

Cette activité a été estimée en termes de diamétre de la zone d’inhibition autour des disques
contenant les extraits a tester vis-a-vis sept germes pathogenes, dont cing souches bactériennes

contient de gram+ et gram- et deux souche fongique.

L’activité antibactérienne et antifongique des extraits bruts de notre plantes étudiées a été realisee
selon la méthode de disque au laboratoire d’hygiéne au niveau de 1’Etablissement Hospitalier

Publique,ferroudija, Blida.

11.5.1.1. Principe de la méthode

1. Antibiograme
C’est une technique trés utilisée en microbiologie médicale, appelée également la méthode par
diffusion en milieu gélosé ou encore méthode des disques.
L’effet du produits antimicrobien sur la cible est apprécies par la mesure d’une zone d’inhibition, et
en fonction du diamétre d’inhibition la souche du microorganisme sera qualifier de sensible,
d’intermédiaire ou de résistent.
Dans la technique de diffusion il y a compétition entre la croissance du microorganisme et la
diffusion du produit a tester [59].

2. Principe
La technique consiste a déposer des disques de papier buvard stérile de 6mm de diameétre imprégnés
d’une concentration connue de la substance chimique testée sur une gélose dans des boites de
pétries incubees et uniformément au préalable par la suspension bactérienne a étudier, puis incuber
a la fin de la période d’incubation et si la substance est efficace, une zone est pale apparait autour du
disque, laou la croissance microbienne a été inhibée, cette région s’appelle « zone d’inhibition » ou
« halo d’inhibition » (figure 11.12). Plus le diamétre de cette zone est grand, plus la souche est

sensible a la substance chimique testée. Plus il est petit, plus la bactérie est résistante.
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Zone ou les bactéries se Zone ou la croissance des
AT

développent normalement

Mesure du diamétre de

la zone d’inhibition

Figure I1. 12 : Principe de la méthode de diffusion par disque.[60]
3. Stérilisation du materiel

L'eau distillée, le milieu de culture, les tubes a essai utilisés dans la préparation des solutions
bactériennes et les disques en papier Wattman (6 mm de diamétre) ont été sterilisés I'autoclavea

121°C pendant 15 minutes [61].

11.5.1.2. Provenance des souches testées

Les souches qui ont été testées sont des souches de références ATCC provenant du laboratoire
d’hygiene de la wilaya de Blida. En effet, sept souches microbiennes sont utilisées dans notre étude,

deux champignons et cing bactéries.

Les souches microbiennes testées sont représentés dans le tableau ci-dessous (Tableau 11.3).
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Bactérie Gram-

Levures

Champigon

Bactérie Gram +

Etudes chimiques et biologiques de la plante

Tableau 11.3 : Les différents microorganismes testés

Espéces

Staphylococus

aureus

Bacillus cereus

Pseudomonsae

ruginosa

Echerichia coli

Salmonella

enterica

Candida

albicans

Aspergillus
Niger

références

ATCC
25923

ATCC
6633

ATCC
9027

ATCC
8739

NCTC
6017

ATCC
10231

ATCC
16404

Habitat
preferentiel
Peau,
cheveauxNasophar
ynxAliments

Contaminés

Sol, I’intestin

humain.

Sol,eau ,plantes
Voies respiratoires
Matires fécales
Refrigératurs
Appareils sanitaires
Matiéres fécales
Aliments
contaminés Eaux
usées

les animaux a sang

chaud

Tube digestif

Sol, les debris
végetaux ,lesruits

pourris .
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Pouvoir pathogéne

Infections cutanées, abces
Infections pulmonaires

Infections alimentaires

infection alimentaires,

nosocomiales .

infections pulmonaires,
brulures

plaies Septicémies
Infections alimentaires,
nosocomiales

infections urinaires
Infections respiratoires
Infections alimentaires .
Gastro-entérite .

la gastro-entérite,

la bactériémie, la fievre
entérique et I'état de porteur
asymptomatique
infections visérales
candidoses superficielles
La candidadose Infection
cutanée.

Infections alimentaires
infections cutanées

Cancer hépatique.
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1. antibiotique et antifongique utilisé

La sensibilitt des souches microbiennes a été testée par un antibiotique (gentamicine
(ATB) ;10ug/disque)et un antifongique (novagenerics(ATF) 0.5mg/disque) par la méthode de

diffusion sur disque.
11.5.1.3.protocole expérimental

L’activité antimicrobienne a ¢été déterminée par le protocole adaptée par la pharmacopée

européenne [62].
1. Préparation de I’inoculum bactérien

Une parcelle de la colonie cible obtenu aprés revivification a été prélevée a l'aide d’une pipette
Pasteur puis homogénéisée avec 9ml d’eau physiologique stérile dans un tube a essai.

Des dilutions sont effectuées dans la méme solution, jusqu’avoir une densité Optique de (DO= 0,08
a 0,1 pour les bactéries et de 1 a 2 pour les levures et les moisissures utilisant un spectrophotomeétre
réglé sur une longueur d’onde A= 625 nm) correspondant & une concentration optimale de de 107 a

108 germes/ml.).

2. Preéparation de milieu de culture

Faire fondre les milieux gélosés (Muller Hinton pour les bactéries et sabouraud pour les levures et
moisissures) dans un bain marie réglé a 95 C.

Couler aseptiqguement les milieux de culture dans des boites de pétries de 90mm de diameétre a
raison de 15ml par boite.

Laisser refroidir et solidifier sur la paillasse.
3. Ensemencement

Les milieux de cultures préalablement préparés, sont ensemencés par étalement a 1’aide d’un
écouvillon stérile imbibé de la suspension bactérienne déja préparée. L’ensemencement s’effectue

de telle sorte a assurer une distribution homogeéne des bactéries sur les milieux.

4. Préparation des solutions a testées
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Les extraits de la plante étudiées ont été dissous dans le diméthyle sulfoxyde (DMSO) pour avoir

une concentration de 60 mg /ml.

5. Préparation des disques

Une fois les milieux sont solidifiés, prélever aseptiquement a 1’aide d’une pince un disque
buvard imprégné dans la solution d’extrait, ensuite les dépose a la surface des milieux de culture
préalablement coulés. Appuyer doucement sur chaque disque pour assurer un contacte uniforme
avec le milieu.

Laisser les boites pendant 30minutes sur la palliasse a température ambiante pour permettre une

bonne diffusion des produit étudiés.
6. incubation

Incuber les boites a pétri a 37°C pendant 24h pour les bactéries et a 25°C pendant 48h pour les

levures et moisissures.

7. lecture des résultats
La sensibilité des germes au produit est déterminée apres incubation, par mesure de diametre des
zones claire autour des disques (zone d’inhibition en mm) a 1’aide d’un pied a coulisse.
Suivant le diamétre de la zone d’inhibition exprimé en (mm) autour de chaque disque, la lecture des

résultats est faite comme suit [63].

- Fortement inhibitrice lorsque le diameétre de la zone d’inhibition est supérieur ou égale a
28mm

- Modérément inhibitrice lorsque : 14 mm diametre de la zone 28mm.

- Légérement inhibitrice lorsque : 8 mm diametre de la zone 14mm.

- Non inhibitrice lorsque : diamétre de la zone 8mm.

NB : pour le temoinnégatif, nous déposons des disques imbibés du solvant DMSO, pour confirmer

que I’apparition des zones d’inhibition est due a la présence de nos échantillons
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Conclusion

Au cours de notre étude, nous avons effectué un screeningphytochimique, des dosages et des
tests de piégeage des radicaux libres sur les différents extraits de la planteEchiumtrygorhizum.
Ces travaux ont permis d'identifier qualitativement et quantitativement les composés présents
dans ces extraits. Les résultats de cette partie de notre recherche seront présentés en détail

dans le chapitre 111, ou nous rassemblerons les résultats obtenus et les discussions associées.
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I11. Etude phytochimique

III.1. Rondement de I’extraction

Nous pouvons déterminer le rendement en extrait sec par le rapport entre le poids de I’extrait
sec, avec le poids du matériel végétal sec utilisé pour I’extraction en gramme. Le rendement est

calculé par la formule suivante :

Rendement (%)= %xloo

Mo : Masse en gramme de ’extrait

M1 : Masse en gramme de la matiére végétale initiale seche

Les masses et les rendements évalués par rapport au poids du matériel végétal sec sont

reportés dans le tableau suivant.

Tableau I11.1 : Masses et rendements des extraits

Matériel végétal Extrait Masse (g) Rendement
Les parties aériennes Ether de pétrole 2,5 0,29 %
d’Echium chloroforme 11,04 1,33%
trygorrhizum (851 g) acétate d’éthyle 0,48 0,06 %
n-butanol 17,6 2,06 %

I11.2. Screeninge phytochimique

La recherche phytochimique ne donne aucune information sur la structure d'une molécule
précise. Il permet d’identifier la présence de telle famille chimique, qui peut contenir des
molécules différentes mais de structures apparentées en général, présentant un ou plusieurs

caractéres communs.

Les résultats de screening chimique de chaque extrait sont présentes dans un tableau :

Présence confirmé : (+++)
Présence modérée : (++)

Réaction négative (absence) : (-)
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Tableau I11.2 : les métabolites secondaires existent dans 1’extrait chloroforme.

Test Tub avant Tub aprés Observation Résultat

Précipite de
coloration bleu ++
noir

Tanins

Aucun

flavonoides
changement

alcaloides L’apparition +++
d’un précipité

brun
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Tableau I11.2 : Les métabolites secondaires existent dans 1’extrait chloroforme (Suite 1)

Test Tub avant Tub apres Observation Résultat

Aucun
terpénes changement de _
couleur
saponosides L’apparition +++

d’une mousse
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Tableau 111.2 : Les métabolites secondaires existent dans 1’extrait chloroforme (Suite 2)

Test Tub avant Tub apres Observation Résultat

stérols Changement de ++
couleur vers le

rouge foncé

. ++
anthraquinones Changement de
couleur
Précipité rouge +4+
sucres tres foncé
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Tableau 111.2 : Les métabolites secondaires existent dans 1’extrait chloroforme (Suite 3)

Test Tub avant Tub aprés Observation Résultat

Précipité
émeraude vert ++
foncé

diterpénes

Les résultats de screening phythochimique de I’extrait chloroforme montrent que les
métabolites secondaires fortement présent dans cet extrait sont :
= lesalcaloides
= |es saponosides
= lessucres
Tandis que les métabolites secondaires moyennement présents sont :
= lestanins
= les stérols
= |esanthraquinones

= les di terpenes

Tableau I11.3 : les métabolites secondaires existent dans I’extrait acétate d’éthyle

Test Tub avant Tub apres Observation Résultat

Coloration
verdatre trés +4+
foncé

Tanins
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Tableau I11.3 : les métabolites secondaires existent dans 1’extrait acétate d’éthyle (Suite 1)

Test Tub avant Tub apres Observation Résultat

Changement de

flavonoides
couleur rose +++
orangé
Aucun précipité
n’apparait

alcaloides

Aucun

terpénes changement -
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Tableau I11.3 : les métabolites secondaires existent dans 1’extrait acétate d’éthyle (Suite 2)

Test Tub avant

saponosides

stérols

anthraquinones

Tub aprés

45
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Tableau I11.3 : les métabolites secondaires existent dans 1’extrait acétate d’éthyle (Suite 3)

Test Tub avant Tub aprés Observation Résultat

, +
sucres Trouble foncé
Coloration vert ++
diterpénes tilleul

Les résultats du screening phytochimique de I’extrait acétate d’éthyle montrent une forte
présence de métabolites secondaires de type :

* tanins

= flavonoides

= stérols

= anthraquinones
Et ils montrent des métabolites secondaires moyennement présents de type :

= di terpénes

Par contre ils montrent une faible présence de métabolites secondaires comme :

= lessucres

46



Chapitre 111 Résultats et discussions

Tableau I11.4 : les métabolites secondaires présents dans 1’extrait n-butanol

Test Tub avant Tub aprés Observation Résultat

Tanins Coloration +44
verdatre trés

foncé

Flavonoides

Changement

de couleur +4++
rose

Aucun -
changement

alcaloides
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Tableau I11.4 : les métabolites secondaires existent dans 1’extrait n-butanol (Suite 1)

Test Tub avant Tub apres Observation Résultat

terpénes
anneau rouge ++
brunatre
saponosides
Aucun -
changement

L’apparition

de la couleur

rouge foncé +++
dans la couche

chloroforme

stérols
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Tableau I11.4 : les métabolites secondaires existent dans 1’extrait n-butanol (Suite 2)

Test Tub avant Tub apres Observation

Apparition de
anthraquinones couleur rouge
orangé
sucres
Aucun
changement
diterpenes L’apparition

d’une couleur
émeraude vert
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Les résultats du screening phythochimique de 1’extrait n-butanol montrent que les
métabolites secondaires fortement présents dans cet extrait sont :
= lestanins
= les flavonoides
= les stérols
= les di terpenes
Les métabolites secondaires moyennement présents dans cet extrait sont :
= les terpenes
Par contre les métabolites secondaires faiblement présents dans cet extrait sont :

= les anthraquinones

Tableau 111.5 : les métabolites secondaires présents dans I’extrait éther de pétrole

Test Tub avant Tub apres Observation Résultat

Tanins N'a pas de
résultat -
Flavonoides
Pas de -
coloration
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Tableau I11.5 : les métabolites secondaires existent dans 1’extrait éther de pétrole (Suite 1)

Test Tub avant Tub apres Observation Résultat

alcaloides Coloration brun +
Apparition d’un
terpenes anneau vert +
brunatre
saponosides Aucun _
changement
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Tableau 111.5 : les métabolites secondaires existent dans 1’extrait éther de pétrole (Suite 2)

Test Tub avant Tub apres Observation Résultat

N'a pas de
stérols résultat -
anthraquinones N'a pas de
résultat -
sucres
N'a pas de
précipite =
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Tableau I11.5 : les métabolites secondaires existent dans 1’extrait éther de pétrole (Suite 3)

Test Tub avant Tub aprés Observation Résultat

diterpénes Coloration

émeraude verte ++

Les résultats de screening phythochimique de I’extrait éther de pétrole montrent que les
métabolites secondaires moyennement présents dans cet extrait sont :
= les di terpenes
Par contre les métabolites secondaires faiblement présents sont :
= lesalcaloides

= les terpenes

111.3. Résultats de I’étude quantitaves
111.3.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux des extraits de notre plante étudiée est déterminée par la
méthode de Folin- Ciocalteu, en se référant a la courbe d’étalonnage de I’acide gallique utilisé
comme standard (Figure I11.1). Les teneurs sont exprimées en pg équivalent d’acide
gallique/mg d’extrait (ug EAG/mg d’extrait), et déterminé par 1I’équation de type : y = 0,0089x
+0,02213 sachant que R2 = 0,9994 (Figure 111.1).
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Absorbance a 765nm
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y =0,0089x +0,2213
R?=0,9994

40 60 80

concentration pg/ml

100 120

Figure I11.1 : droite d’étalonnage de I’acide gallique

Les résultats des absorbance des extraits sont représentés dans le tableau suivant (tableau 111.6)

Tableau I11.6 : les valeurs d’absorbance des différents extraits d’Echium Trygorrhizum

Extrait Abs Extrait Extrait éther de Extrait n- Extrait
(nm) AcOEt pétrole Butanol CHCIs
Absorbance 1 1.026 0.316 0.867 0.498
Absorbance 2 1.062 0.335 0.846 0.506
Absorbance 1.044 0.326 0.857 0.502
moyenne

Les résultats concernant les quantités des polyphénols présents dans les extraits sont reportés

dans la figure (figure 111.2) et le tableau suivant (tableau 111.7) :

Figure 111.2 : la teneur en polyphénols des extraits d’Echium Trygorrhizum

100

80

60

40

MG EAG/MG EX

20

31.54

CHCI3

91.44
—
71.43
S
AcOEt n-Butano
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Tableau I11.7 : les teneurs en polyphénols des différents extraits d’Echium Trygorrhizum

Extrait Extrait Extrait éther de Extrait n- Extrait
Abs (nm) AcOEt pétrole Butanol CHCls
Teneur en
polyphénols 91.44 11.76 71.43 31.54

Selon les résultats mentionnés dans le tableau I11.7 et la figure 111.2, les teneurs en phénols

totaux varient largement dans les extraits bruts (de 11.76 a 92.44 ug EAG/mg).

Parmi les quatre extraits étudiés, ’extrait ACOEt possede la meilleure Teneur (91.44 pg
EAG/mg). L’extrait n-BuOH et I’extrait CHCI3 ont aussi des teneurs en composes phénoliques
élevées par rapport la teneur de dernier extarit(71.43 et 31.54 ug EAG/mg respectivement). Le
dernier teneur a été enregistré dans 1’extrait éthérique (11.76 pg EAG/mg).

111.3.2. Dosage des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium (AlCl3)
et ’étalon été la quercétine (Figure I11.3). La teneur est exprimée en pug équivalent de

quercétine/mg d’extrait (ug EQ/mg d’extrait). Les taux des flavonoides des quatre extraits bruts

méthanoliques de la plante étudié ont été obtenu a partir de la courbe d’étalonnage qui suit une
équation de type : y = 0,0277x + 0,0074 sachant que R2 = 0,9996.

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

y=0,0277x+ 0,0074
R*=0.9996

Absorbance a 420 nm

0 5 10 15 20 25 30 35
concentration (pug/ml)

Figure 111.3 : droite d’étalonnage de la quercitine
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Les résultats des absorbance des extraits sont représentés dans le tableau suivant (Tableau 111.8)

Tableau I111.8 : les valeurs d’absorbance des différents extraits d’Echium Trygorrhizum

~— Extrait Extrait Extrait Extrait n- Extrait
Abs (nm) | ACOEt éthérique Butanol CHCIs
Absorbance 1 0.529 0.721 0.455 0.702
Absorbance 2 0.569 0.728 0.449 0.697
Absorbance 0.549 0.7245 0.472 0.699
moyenne

Les résultats concernant les quantités des polyphénols présents dans les extraits sont reportés

dans la figure suivante (figure 111.4) et le tableau suivant (tableau 111.9) :

120 108.04
100
x 70.44
w
0 80 60.04
a 60 47.08
w
[G)
s 40
20
0
CHCI3 AcOEt n-Butanol ether

Figure 111.4 : la teneur en flavonoides des extraits d’Echium Trygorrhizum

Tableau I11.9 : les teneurs en flavonoides des différents extraits d’Echium Trygorrhizum

-~ Extrait Extrait Extrait éther de Extrait n- Extrait

Abs (nm)-—_ AcOEt pétrole Butanol CHCIs
Teneur en

flavonoides 70.44 47.08 60.04 108.04

Les concentrations des flavonoides (Figure 111.4 et Tableau 111.9 ci-dessus) sont relativement
importants dans notre extraits, les teneurs en flavonoides sont de 108.04 pg EQ/mg dans
I’extrait Chloroformique suivie de celles de I’extraits acétate d’éthyle et I’extrait n-butanols de
70.44 et 60.04 ng EQ/mg respectivement et enfin celle d’extrait éthérique avec 47.08.18 pg

EQ/mg est faible par rapport a les autres extraits étudiées.
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108.04

120

91.4
100 44

71.4'360'04
80 47.08

60

315
40

20 : flavinoides

polyphénols

CHCI3 AcOEt n-Butanol ether

Figure I11.5 : Teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux des quatre extraits d’Echium

Trygorrhizum

Plusieurs facteurs peuvent influer la teneur en composés phénoliques tels que les méthodes
d’extraction, les facteurs géographiques et climatiques, le patrimoine génétique, la période de

la récolte, le degré de maturation de la plante ainsi que la durée de stockage [64].

111.4. Résultats des tests biologiques
111.4.1. Activité antioxydante

111.4.1.1 .résultats d’activité antioxydante par la méthode de piégeage du radical libre
DPPH

L’activité anti radicalaire d’Echium Trygorrhizum été déterminé par la méthode de DPPH a
517 nm par spectrophotométre, en présence de I’acide ascorbique comme témoin positif. Les

résultats se manifestent par un changement de couleurs du violet au jaune pour chaque extrait.

Tableau I11.10 : pourcentage d’inhibition des extraits et de 1’acide ascorbique selon

différentes concentration

Concentration/extrait Extrait Extrait n- Extrait Acide
(mg/ml) CHCls Butanol AcOEt ascorbique
2 64 90 90 93
1 62 88 88 91
0,5 35 79 84 56
0,25 24 51 59 45
0,125 19 31 38 32
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| 0,0625 | 17 | 21 |
| 0,03125 | 16 | 19 |
| 0,015625 | 8 | 12 |
| 0,0078125 | 7 | 11 |

25
14
11
10

o O oo

Résultats et discussions

Ce phénomeéne de la coloration observé signifie que les extraits contient une substance

réductrice responsable de la réduction du DPPH, les résultats de test ont permis de tracer les

graphes de pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration pour chaque extrait :

Ces courbes montrent que lorsque la concentration des extraits est élevé le pourcentage de

réduction augmente jusqu’a un seuil ou le pourcentage d’inhibition se stabilise avec I’évaluation

de la concentration, la détermination de I’ICso (valeur correspond a 50 % d’inhibition) a travers

les résultats obtenu vis-a-vis le standard :

% D'inhibition =f(concentration)

100
—
S
~ 80
Lo
60 °
(&)
S
S 40
}—
2
o 20
< ¢
&
0
-0.2 03 0.8 1.3 1.8

Concentration mg/mi

Figure 111.6 : Les courbes d’activité antioxydante des extraits et de I’acide ascorbique

Tableau I11.11 : la concentration (ICso) pour les différents extraits et I’acide ascorbique

| Extrait | E.C | E.B | E.A
|IC50%(mg/mI)| 0,68 | 0,25 | 0,18

D’aprés les résultants obtenu dans le tableau ci-dessus I’ ordre de 1’activité anti oxydante des

extraits ainsi la substance de référence 1’acide ascorbique sont classe selon 1’ordre décroissons

=@=EFC

=@=[B

EA

=@ 5 cid

2.3

ascorbique

| Acide ascorbique |

suivant : E.A>E.B> A Ascorbique >E.C
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Les ICso obtenus par les extraits acétate et n-butanolique sont bien inferieur que la
molécule de référence, donc ces deux extraits marguent une activité antioxydante trés élevee
présentant des valeurs respectivement de 0,18 .0, 25 mg/ml, I’acide ascorbique avec 1Cso = 0,35
mg/ml puis I’extrait chloroformique qui reprisant un grand pourcentage 1Cso = 0,68 mg/ml en
effet une activité antioxydante trés faible. Nous remarquons que 1’extrait acétate et I’extrait n-
butanolique sont plus actifs en comparaison avec 1’antioxydant standard ce qui indique la
présence de composés efficaces dans la composition biochimique de la plante qui ont une
capacité élevée dans la réduction du DPPH. Ces composés sont caractérisés par une polarité

élevée.
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Figure 111.7 : valeur ICsp des extraits d’Echium Trygorrhizum et de compose standard acide

ascorbique

111.4.1.2. Résultats d’activité antioxydante par la méthode blanchissement du BCB

La technique de décoloration du B-caroténe/ acide linoléique permet d’évaluer 1’activité
antioxydante des quatre extraits par inhibition de la peroxydation des lipides en suivant

I’absorbance dans le temps.

Dans ce test, 1'oxydation de 1’acide linoléique génére des radicaux peroxydes suite a
I’abstraction des atomes d”hydrogene a partir de groupements méthylénes de I’acide linoléique.
Ces radicaux libres vont par la suite oxyder le 3- carotene hautement insaturé entrainant ainsi
la disparition de sa couleur rouge, qui est suivie spectrophotométriquement a 470 nm.
Cependant, la présence d'un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de

L’acide linoléique et donc prévenir 1’oxydation et le blanchissement du [3-carotene.
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Les résultats d’absorbances sont dans le tableau ci-dessous (tableau 111.12) :

Tableau I11.12 : les valeurs d’absorbance des extraits (BCB)

temps/Extrait | Acétate n-butanol | Chloroformique | Ethérique BHT
T=0 min 0,487 0,482 0,484 0,494 0,486
T=30 min 0,332 0,333 0,311 0,309 0,46
T=60 min 0,3085 0,314 0,278 0,280 0,46
T=90 min 0,3045 0,289 0,2685 0,268 0,456
T=120 min 0,3005 0,283 0,261 0,249 0,445

La cinétique de B-carotene en présence ou en absence des composes phénoliques dans les 4

extraits et celle de standard est montre dans la figure suivante (figure 111.8) :

% D'inhibition =f(concentration)
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Figure 111.8 : cinétique de I’inhibition de blanchissement du p-caroténe par les extraits

d’Echium Trygorrhizum et du témoin positif BHT

Les valeurs obtenus d’AA% (coefficient d’activit¢ antioxydante) sont dans le tableau

suivant (tableau 111.13) :
Tableau 111.13 : les valeurs d’AA% pour les différents extraits et le BHT .

| Extrait | E.C | E.B | E.A | E.E | BHT |
| AAY% | 54,2 | 59,2 | 61,7 | 49,7 | 91,5 |

D’aprés les résultats du tableau, il est indiqué que les extraits acétate, de n-butanol et de

chloroforme présente une activité faible en comparaison avec le témoin positif BHT, les valeurs

60



Chapitre 111 Résultats et discussions

respectivement sont: 61,7%; 59,2% ; 54,2% et 91,5% pour le BHT, I’extrait Ethérique

représente une trés faible activité antioxydante de 49,7 %.

A T=0, les valeurs d’absorbance des extraits ainsi que du témoin sont presque identiques et
avoisinent 1. Cela signifie qu’a ce moment-la, aucun radical qui a été formé dans le milieu

réactionnel [65].

A T=120 min, I’absorbance commence a diminuer progressivement, ce qui indique la
formation des radicaux libre dans le milieu réactionnel. Ces radicaux sont génerés par la

dégradation des doubles liaisons de I’acide linoléique en présence du Tween 40.

L'étude de la cinétique de blanchissement du B-carotene montre une diminution progressive
de son absorbance avec le temps. Aprés 2 heures, un état d'équilibre est atteint, car le nombre
de radicaux libres devient important. Apres cette période, la diminution de I'absorbance reste
constante, ce qui indique que toutes les doubles liaisons présentes dans le B-caroténe sont
dégradées, ce processus aboutit a I'épuisement irréversible du pigment jaune, se traduisant par
une transformation en une couleur blanche. On parle alors de blanchissement total du -carotene
[66].
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Figure 111.9 : Activité antioxydante relative des extraits d’Echium Trygorrhizum et du BHT

dans le systéme B-caroténe/acide linoléique
111.4.2. Résultat de I’évaluation de I’activité antimicrobienne

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobien des quatre extraits bruts de notre plantes
par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosés solides, Mueller-Hinton pour les

bactéries et les moisissures ,et sur le milieu gélose sabouraud pour les champignons .

L’activité antimicrobienne des extraits a été estimée en termes de diamétre de la zone

d'inhibition autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de sept (07) germes
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pathogeénes d'origine hospitaliére : (05) bactéries Gram + et Gram - et deux (02) champignons

a savoir une seule moisissure et une levure.
111.4.2.1. Résultats du test préliminaire

Si les extraits doivent étre soumis a des essais biologiques, la toxicité du solvant peut
également étre critique car méme en traces, le solvant ne devrait pas empécher le procédé
biologique. L'attention devrait également étre prétée aux interactions possibles entre le solvant
et les corps dissous pendant que le solvant peut réagir avec certains composés pour produire
des complexes ou pour causer la décomposition, la déshydratation, ou l'isomérisation de ces
composés [67]. A ce regard, le DMSO a été testé comme solvant et les résultats ont montré

qu’il est approprié et n’a aucun effet sur la croissance normale des souches microbiennes.
111.4.2.2. Activité antibactérienne des extraits bruts par la méthode des disques

Les résultats de ’activité antibactérienne in vitro des quatre extraits de la plante médicinale

étudiee sont confies dans le tableau ci-dessous (tableau 111.14) :

Tableau 111.14 : Diamétre de la zone d’inhibition des différents extraits d’Echium

Trygorrhizum.

Diamétres zones d’inhibition de la croissance (mm)

Temoin+ | Temoins —
E.AcOEt E.Ether E.n-BuOH | E.CHCIs (ATB.ATF) (DMSO)

Pseudomonas

., @ aeruginosa 14 8 ° +0 # -
2 .
% % Echerlc_:hla. 85 13 8 7 26 -
o coli
Salmonella 13 11 12 10 29 -
enterica
. 8 Bacillus 13 11 125 8 22 -
% = cereus
_ O
G 8 Staphylococus 10 12 10 7 24 -
aureus.
§ Candida 15 14 13 10 29 )
il>, albicans
C
o
=y .
2 Aspgrglllus 12 - 14 10 - -
= niger
&
(@)
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Les effets inhibiteurs de la croissance des germes sont manifestés par des extraits bruts a
partir d’une concentration de 60 mg/ml, sur 5 bactéries et deux champignons. Les diametres

d’inhibition sont mesurés en fonction de la dose de 30 pl appliquée sur le disque.

Pseudomonas aeruginosa : Les résultats de I'antibiogramme ont révélé une activité modérée
de I'extrait acétate d'éthyle (14 mm) et de I'extrait n-butanol (9 mm) contre la bactérie. L'extrait
éthéré a montré une activité relativement faible avec une zone d'inhibition de 8 mm, tandis que
I'extrait chloroformique a présenté une activité similaire avec une zone d'inhibition de 10 mm.
Ces résultats préliminaires ont révélé que les extraits testés ont une certaine capacité a inhiber
la croissance de Pseudomonas aeruginosa. L'antibiotique de référence a montré une zone

d'inhibition de 22 mm, ce qui indique une activité significative contre la bactérie.

Escherichia coli : Les résultats des extraits testés contre la bactérie sont les suivants : L'extrait
éthéré a montré la plus grande activité, avec une zone d'inhibition de 13 mm, indiquant une
inhibition significative de la croissance d'Escherichia coli. En revanche, les extraits acétate
d'éthyle, n-butanol et chloroformique ont présenté des activités modérées a faibles, avec des
zones d'inhibition respectives de 8,5 mm, 8 mm et 7 mm. Comparé aux extraits, I'antibiotique

de référence a affiché une efficacité élevée avec une zone d'inhibition de 26 mm.

Salmonella entérica : Les resultats indiquent différentes activités des extraits testés. L'extrait
acétate d'éthyle a montré une activité modérée avec une zone d'inhibition de 13 mm, suggérant
une certaine capacité a inhiber la croissance de Salmonella entérica. De méme, I'extrait éthéré
a présenté une activité prometteuse avec une zone d'inhibition de 11 mm. Les extraits de n-
butanol et de chloroforme ont également montré des activités modérées avec des zones
d'inhibition respectives de 12 mm et 10 mm. Cependant, il est important de noter que

I'antibiotique de référence a montré une zone d'inhibition de 22 mm.

Bacillus cereus : Les résultats des activites variables des extraits testés. L'extrait acétate
d'éthyle a montré une activité modérée avec une zone d'inhibition de 13 mm, suggérant une
capacité a inhiber partiellement la croissance de la bactérie. L'extrait éthéré a présenté une
activité prometteuse avec une zone d'inhibition de 11 mm. De méme, I'extrait n-butanol a
également montré une activité modérée avec une zone d'inhibition de 12,5 mm. Cependant,
I'extrait chloroformique a montré une zone d'inhibition de 8 mm, indiquant une inhibition
limitée de la croissance bactérienne. L’antibiotique de référence a montré une zone d'inhibition

de 22 mm, indiquant une activité significative
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Staphylococcus aureus : L'extrait acétate d'éthyle et I'extrait n-butanol ont montré une activité
modérée avec des zones d'inhibition de 10 mm chacun, suggérant une capacité a inhiber
partiellement la croissance de la bactérie. L'extrait éthére a présenté une activité plus élevee
avec une zone d'inhibition de 12 mm, indiquant une inhibition plus significative. En revanche,
I'extrait chloroformique a montré une activité relativement faible avec une zone d'inhibition de
7 mm, indiquant une inhibition limitée de la croissance bactérienne. L’antibiotique a montré

une zone d'inhibition de 22 mm, indiquant une efficacité élevée contre Staphylococcus aureus.

Candida albicans : Les résultats révelent des activités variables des extraits testes. L'extrait
acetate d'ethyle a montré une activité élevée avec une zone d'inhibition de 15 mm, suggérant
une capacité significative a inhiber la croissance de Candida albicans. De méme, I'extrait éthére
a présenté une activité prometteuse avec une zone d'inhibition de 14 mm. L'extrait n-butanol a
également montré une activité modérée avec une zone d'inhibition de 13 mm. En revanche,
I'extrait chloroformique a montré une activité relativement faible avec une zone d'inhibition de
10 mm, indiquant une inhibition limitée de la croissance fongique. L antifongique de référence
a montré une zone d'inhibition de 29 mm, indiquant une activité significative et une efficacité

élevée contre Candida albicans.

Aspergillus niger : L'extrait acétate d'éthyle a montré une activité modérée avec une zone
d'inhibition de 12 mm, suggérant une capacité a inhiber partiellement la croissance du
champignon. En revanche, I'extrait éthéré n'a montré aucune activité inhibitrice indiquant une
absence d'effet sur Aspergillus niger. L'extrait n-butanol a présenté une activité prometteuse
avec une zone d'inhibition de 14 mm, suggérant une inhibition significative de la croissance du
champignon. Cependant, I'extrait chloroformique a montré une activité relativement faible avec
une zone d'inhibition de 10 mm, indiquant une inhibition limitée. L ’antifongique de référence

n'a montré aucune zone d'inhibition, indiquant une inefficacité contre Aspergillus niger.

Lors des essais biologiques, le solvant utilisé, en I'occurrence le DMSO, a été testé et s'est
avéré approprié, n'affectant pas la croissance normale des souches microbiennes. Ainsi, les
effets observes sont attribuables aux composés actifs des extraits et non a des interactions

indésirables avec le solvant.

L’efficacité optimale d’un extrait peut ne pas tre due a un constituant actif majoritaire, mais

plutot a 1’action combinée (synergie) de différents composes [68].

Selon I’activité antibactérienne [69], dépend de plusieurs facteurs a savoir : 1’espece de la

plante, la préparation de 1’extrait et la sensibilité des bactéries. L’activité antibactérienne des
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poly-phénols d’Anchusa Azurea Mill (famille de Boraginaceae) qui sont extraits par
chloroforme et 1’acétate d’éthyle sont les plus actifs sur la plupart des bactéries testées (3
souches de Gram- : E. coli ATCC25922, Salmonella thyphimurium ATCC1331, Klebsiella
pneumoniae ATCC700603 et 2 souches de Gram+ , Staphylococcus aures ATCC25923,
Bacillus cereus ATCC10876) dont le diamétre de la zone d’inhibition varie entre 8 et 11 mm

par rapport a I’extrait de poly-phénols & base de méthanol [70].

Une étude realisée par [71] suggére la présence de substances a activité antimicrobienne

dans les extraits méthanoliques obtenus a partir des feuilles de la consoude :

Symphytum officinale (famille de Boraginaceae) et qui sont capables d’inhiber la culture de
trois microorganismes : Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae et Candida nomosa
[72]. A partir de ces données, on conclut que les espéces de la famille de Boraginaceae ne
possédent pas une bonne activité antimicrobienne, ce qui indique que nos résultats se
concordent avec les travaux déja réalisés. Plusieurs études ont mis en évidence la grande
sensibilité des bactéries Gram+ par rapport aux Grama 1’action des antibiotiques et des extraits
naturels des plantes médicinales [73-77] qui est attribuée a la différence de la composition des

parois des bactéries selon le type Gram.

Salmonella thyphimurium Bacillus cereus
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Staphylococus aureu

Figure 111.10 : résultats des activités antibactériennes et antifongiques des

extraits étudiées.

Aspergillus niger Candida albicans

Figure 111.10 : résultats des activités antibactériennes et antifongiques des extraits étudiées

(suite).

Conclusion

Dans cette étude, les parties aériennes du genre Echium. T ont été soumises a un screening
phytochimique, révélant la présence de flavonoides, tanins, di-terpenes, alcaloides,
saponosides, terpenes, anthraquinones, sucres et stérols. Les extraits organiques ont été obtenus

en utilisant des différents solvants, et les rendements variaient entre 0,06% et 2,06%.

Les extraits ont été évalués pour leur activité biologique. L'activité antioxydante a été
mesurée a l'aide de deux méthodes, montrant des pourcentages d'inhibition allant de 49,7% a
61,7% pour les extraits testés. L'activité antimicrobienne a été déterminée sur différentes
souches bactériennes et champignons, montrant des activités variables selon les extraits.
L'extrait acétate d'éthyle a été modérément actif contre certaines bactéries et a présenté une
activité élevée contre Candida albicans. L'extrait éthéré a également montré une activité
prometteuse contre certaines bactéries, mais aucune activité contre Aspergillus niger. Les

extraits n-butanol et chloroformique ont montré des activités généralement modérées a faibles.

66



Conclusion



Conclusion générale

Conclusion générale

Ce travail nous a été confié dans le cadre du stage de fin de cycle du master 2 « Chimie des
produits naturels ». L'objectif principal de cette étude porte sur les propriétés phytochimiques
et biologiques d'une plante médicinale appartenant a la famille des Boraginaceae, nommée
"Echim trygorhizum". Cette espece a été choisie en raison de son utilisation medicinale bien
établie. Originaire d'Afrique du Nord, Cette plante sauvage est localement connue sous les

noms de « Hamar » ou « Hmimiche ».

Dans le cadre de ce travail nous avons tout d’abord effectué le screening phytochimique
des parties aériennes de cette espéce pour déterminer la nature des métabolites secondaires
qu’elle accumule. Cette étude a montré essenticllement la présence des flavonoides, tanins, di-
terpenes, alcaloides, saponosides, terpénes, anthraquinones, sucres et stérols. Ces métabolites
secondaires ont de grandes valeurs thérapeutiques. L'estimation quantitative des polyphénols
totaux et des flavonoides totaux dans les extraits analyses montre que sont les plus riches en

ces métabolites.

Le dosage des polyphénols totaux de ces extraits a été effectué par la methode
colorimétrique de Folin- Ciocalteu. Les teneurs en polyphénols totaux montrent que lI'extrait
AcOEt représente la teneur la plus élevé de I'ordre de 91,44 mg EAG /g, tandis que la teneur

la plus basse a été obtenue avec l'extrait d’éther de pétrole de l'ordre de 11,76 mg EAG /g.

Le dosage quantitatif des flavonoides de ces extraits a eté réalisé par la méthode au
trichlorure d’aluminium en équivalent a la quercétine. Les résultats révelent que I’extrait
CHCIs est plus riche en flavonoides 108,64 mg EQ/g, alors que la teneur la plus basse a été

obtenue avec I'extrait éther de pétrole de l'ordre de 47,08 mgEQ/g.

Par ailleurs, nous avons également effectuée une valorisation des activités biologiques par
la recherche de I’activité antioxydante sur les différents extraits des parties aériennes de cette
espece, par deux méthodes différentes : la méthode de réduction de radical libre DPPH, et le

blanchissement du B-caroténe.

Les extraits acétate et n-butanol ont montré des valeurs d’ICso bien inférieures a celle de la
molécule de référence, ce qui indique une activité antioxydante trés élevée. Les valeurs
obtenues pour ces extraits étaient respectivement de 0,18 et 0,25 mg/ml, tandis que l'acide

ascorbique, utilisé comme antioxydant standard, avait une valeur d' I1Cso de 0,35 mg/ml. En
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revanche, l'extrait chloroformique a montré une activité antioxydante tres faible, avec un 1Csg
de 0,68 mg/ml.

Il est intéressant de noter que les extraits acétate et n-butanol ont montré une activité plus
élevée que l'antioxydant standard, ce qui suggere la présence de composés efficaces dans la
composition biochimique de la plante. Ces composés semblent avoir une polarité élevée et
une capacité élevée a réduire le DPPH, un indicateur couramment utilisé pour évaluer

I'activité antioxydante.

L'activité antioxydante du [-caroene indiquent que les extraits acétate, n-butanol et
chloroforme présentent une activité relativement faible par rapport au témoin positif BHT.
Les valeurs d'activité antioxydante obtenues pour ces extraits étaient respectivement de 61,7
%, 59,2 % et 54,2 %, tandis que le BHT a montré une activité élevée de 91,5 %. En revanche,
I'extrait éther de petrool a montré une activité antioxydante trés faible, avec un pourcentage de

49,7 % seulement.

Les résultats suggeérent donc que les extraits acetate, n-butanol et chloroforme ont une
activité antioxydante inférieure a celle du BHT, qui est utilisé comme témoin positif. En

comparaison, l'extrait éthérique présente une activité antioxydante encore plus faible.

L'activité antimicrobienne a été déterminée sur cing souches bactériennes Escherichia coli,
Pseudomonas aeroginosa, Bacillus ceureus, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica, et
deux champignon Candida albicans et Aspergillus niger, selon la méthode de diffusion de
disque sur gélose Mueller Hinton pour les bacteries et sabouraud pour les champignons, Les

extraits testés ont montré des activités variables contre ces micro-organismes.

L'extrait acétate d'éthyle a présenté une activité modérée contre plusieurs especes
bactériennes et une activité élevée contre Candida albicans. L'extrait éthéré a montré une
activité potentiel contre certaines bactéries mais était inactif contre Aspergillus niger. Les
extraits n-butanol et chloroformique ont montré des activités généralement modérées a

faibles.

Cette étude met en évidence que les parties aériennes de la plante E. trygorhizum
renferment une variété de composés phytochimiques, révélant des activités antioxydantes
intéressantes. Cependant, il convient de noter que l'activité antimicrobienne de ces parties de
la plante est relativement faible par rapport a la concentration utilisée. Ces résultats suggeérent
que les propriétés antioxydantes pourraient étre importante pour la recherche pharmaceutique

ou I'élaboration de produits naturels.
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