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RESUME

Notre travail consiste a étudier les composés phénoliques et les flavonoides en évaluant
leurs activités antioxydantes et antibactériennes, puis les utilisés dans 1’¢laboration d’une
pommade a base des extraits naturels actifs, dans le cadre de notre recherche, on a choisi la
plante médicinale Rétama raetam de région de Mostaganem, d’ou nous avons comparé entre
une premiere plante qui était seché et conservé pendant trois ans, et une deuxiéme plante
récemment récolté, afin d’évaluer leurs capacité a conserver ses activités. De plus nous avons
choisi Cytisus triflorus de région de Blida.

La premiére partie de I’étude consiste a extraire les polyphénols et les flavonoides a
partir des fleurs et tiges de rétame et les feuilles de Cytisus triflorus avec le méthanol et
I’acétone dilués, puis avec des solvants organiques, 1’acétate d’éthyle et n-butanol. Nous
avons quantifié les polyphénols totaux et les flavonoides avec le réactif Folin-ciocalteu et le
trichlorure d’aluminium respectivement. Les résultats montrent la richesse des extraits en ces
composés, d’ou on a marqué que la quantité en polyphénols I’extrait d’acétate des feuilles de
Cytisus triflorus est de 687,26 ng. EQAG /mg d’extrait et de 221,083 pg. EqC /mg d’extrait
en flavonoides. Pour les extraits de Rétame on a marqué que les teneurs des deux plantes sont
tres proche, avec 304,08 et 309,96 ug. EQAG /mgE respectivement, ceci confirme leurs
capacite a étre conservés et de garder leurs propriétés.

La deuxiéme partie consiste & évaluer I’activité antioxydante des extraits avec deux
techniques ; la réduction de fer et le piégeage de radical libre DPPHe, les résultats ont
confirmé la corrélation entre les teneurs en phénols totaux et en flavonoides avec le pouvoir
antioxydant, avec (R?*= 0,6409) et (R?=0,734-0,86) respectivement par réduction de fer, et
avec (R?=0,3721) et (R?*=0,6359-0,9418) par piégeage de radical libre DPPHe. L’extrait
d’acétate des feuilles de cytisus triflorus a marqué un pouvoir antioxydant fort d’ou IC50 =
0,022 mg/ml par rapport a ’acide ascorbique avec 1C50 = 0,032 mg/ml, et un fort piégeage de
radical libre DPPHe avec EC50= 0.05 mg/ml par rapport a 1’acide ascorbique EC50=0.062
mg/ml. Suivi par les extraits de rétama avec un pouvoir considérable, avec des 1C50= 0.068 et
0.1 mg/ml et des EC50=0.470 et 1 mg/ml. Une corrélation entre les deux méthodes montre la
participation de 92.45% des antioxydants surtout les flavonoides.

La troisieme parie de notre étude concernant I’activité antibactérienne et antifongiqus des
extraits des plantes étudiés Retama raetam et Cytisus triflorus, nous avons marqués que tous
les extraits possedent une activité moyenne, et ceci est confirmé par les résultats obtenus par
la méthode de diffusion sur milieu gélosé d’ou nous conclurons que I’extrait de Cytisus
triflorus posséde une activité meilleur par rapport aux extraits de la rétame et de contrdle
positive.

Enfin, nous avons élaboré une pommade cicatrisante et antifongique a base des extraits
naturels, avec une concentration de 1% et un pH de 5,56 et un écoulement rhéofluidifiant.

Mots clés: polyphenols; flavonoides; Retama raetam; Cytisus triflorus; anti-oxydant ;
antibacterienne.
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ABSTRACT

our main work consist of studying phenolic compounds and flavonoids by evaluate
their antioxidant and antibacterial activities, then using them in the formulation of an ointment
with the active natural extracts of plants. Within the framework of our research, we have
chosen the medicinal plant Retama raetam or as called white weeping broom of state of
Mostaganem, in the aim to compare between two plants, the first one was dried and conserved
for three years, and the second one was recently cropped, to evaluate their capacities of
conserving their activities. Plus we picked up as well Cytisus triflorus from the state of Blida.

The first part of our work consist of extract the total phenol compounds and flavonoids
from flowers and stems of of retama and from the leaves of Cytisus triflorus with diluted
methanol and aceton, then with organic solvent ethyl acetate and n-butanol, we have
quantified total polyphenol compounds and flavonoids by using Folin ciocalteu reagent and
trichlorure aluminium respectively. The results showed that the extracts are rich with these
compounds; the content of polyphenols in the phenolic extract of the leaves of cytisus was
about 687.26 pg. EQGA /mg DM, and about 221,083 pg. EQC /mgDM with flavonoids
content.in the other hand, phenolic extracts of Retama raetam indicated close contents of the
two plants with 304,08 and 309,96 png. EQAG /mg DM respectively, these results confirm
their ability to be conserved and to keep their proprieties.

The second part consist of evaluate the antioxidant activity of the extracts by using
two methods; reducing power and DPPHe scavenging activity. The results confirmed a
correlation between the total phenolic and flavonoids contents and the antioxidant power, with
(R2= 0.6409) and (R2=0,734 -0.86) by reducing power, and (R2=0.3721) and (R2=0.6359-
0.9418) by DPPH- scavenging activity. The acetate extract of de cytisus triflorus showed a
strong reducing power with 1C50 = 0,022 mg/ml compared with the ascorbic acid IC50 =
0,032 mg/ml, and a strong scavenging activity (EC50= 0.05 mg/ml) compared to ascorbic acid
EC50=0.062 mg/ml, followed by retama extracts which showed a good antioxidant power,
with IC50 between 0.068 and 0.1 mg/ml, and EC50 between 0.470 and 1 mg/ml. a correlation
was found between the two methods which explains the contribution of more than 20 % of
plant antioxidants particularly flavonoids.

The third part consist the antimicrobial activity of extracts of the two plants Retama
raetam and Cytisus triflorus, the results showed a better activity of Cytisus triflorus extract
then the others extracts of Retama raetam and positive control.

Finaly, we have made an antimicrobial and cicatrising ointment with these natural
extracts, with an dose of 1% and a pH of 5.56 and with a rhéofluidifiant flow.

Key words: polyphenols, flavonoids, Retama raetam, Cytisus triflorus, anti-oxydant,
antibacterien.
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INTRODUCTION GENERALE



INTRODUCTION GENERALE

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
santée des hommes [1]. Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et
médicinales sont connues depuis 1’antiquité pour lutter contre les infections antibiorésistantes
et se soigner grace a la phytothérapie et a 1’aromathérapie. [2]

Aujourd’hui encore, les deux tiers de la pharmacopée ont recours aux propriétés
curatives des plantes et que les traitements a base de ces derniéres reviennent au premier lieu
car ’efficacité des médicaments décroit vue leurs effets secondaires sur la santé publique.
L’organisation mondiale de la santé [2] estime qu'environ 81% de I’humanité a recours aux
préparations traditionnelles a base de plantes en tant que soins de santé primaire [3].

Les plantes sont capables de produire une grande diversité de produits ne participant
pas a leur métabolisme de base, mais représentant plutdét des produits du métabolisme
secondaire. Nous pouvons citer comme exemple les alcaloides, les terpénes, les stéroides, les
polyphénols, les huiles essentielles...etc. Parmi ces composés, les polyphénols et
principalement les flavonoides représentent 1’un des groupes les plus importants du fait qu’ils
aient une faible toxicité et de nombreux avantages biologiques, notamment thérapeutiques,
pharmaceutiques, cosmétologiques et alimentaires.

En effet, Dactivit¢ antioxydante a ¢été attribuée a la majorité des flavonoides
découverts. Ces derniers avaient la capacité de neutraliser différents types de radicaux libres :
les peroxydes (ROOv), les alcoxyles (RO¢), les superoxydes (Oz*) et les hydroxyles (HO®) ;
empéechant de ce fait I’oxydation des lipides, des protéines, des enzymes et de I’ADN.

De méme, nombreuses é€tudes ultérieures ont prouvé que les flavonoides étaient
capables d’inhiber différents types de microorganismes : bactéries, levures, moisissures,
protozoaires et méme virus. Néanmoins il y avait une grande spécificité entre les molécules
actives et les microorganismes visés ; d’ou I’importance de bien choisir le flavonoide

approprié.



Notre travail s’inscrit dans le cadre de la recherche des antioxydants et des agents

antibiotiques naturels, en évaluant leurs propriétés antioxydantes des polyphénols et des

flavonoides d’une plante médicinale Rétama raetam, suivi par I’évaluation de leurs activités

antibactériennes. Pour le but de bénéficier de ces propriétés thérapeutiques, une mise en forme

galénique est élaborée sous forme de pommade pour application cutané. De plus, pour

enrichir les effets pharmacologiques de notre produit, une deuxiéme plante Cytisus triflorus

tres connu dans la medecine traditionnelle en Algérie par ses propriétés antifongiques et

cicatrisantes, est étudié en paralléle avec Rétama raetam, puis ajouté a la formulation comme

un deuxieme principe actif.

v

La structure de notre étude se repose sur les objectifs suivants:
Premieérement : Préparer les extraits végétaux et déterminer leurs teneurs en
polyphénols totaux et en flavonoides, par extraction froide « macération », avec des
solvants de polarité différente, et sélectionner le meilleur solvant organique pour extraire
les polyphénols, sélectionner les extraits avec la meilleur activité antioxydante,
antibactérienne, et antifongique.
Deuxiemement : comparer entre les teneurs de deux plantes de Rétama raetam 1’une
séché et conservé pendant trois ans et I’autre récemment récolté,
Troisiemement : évaluer Dactivité antioxydante des extraits phénolique par deux
méthodes ; réduction de fer FRAP, et piégeage de radical libre DPPHe, et déterminer la
corrélation entre les polyphénols et les flavonoides avec le pouvoir antioxydant.
Quatriémement : évaluer ’activité antibactérienne et antifongique des extraits in
vitro par diffusion sur milieu gélosé sur 5 bactéries et 3 champignons.
Cinquiémement : élaborer une pommade cicatrisante, antibactérienne et antifongique a

base des extraits des fleurs de rétama raetam et des feuilles de cytisus triflorus.



CHAPITRE 01 : LES POLYPHENOLS ET LES FLAVONOIDES

1. Substances actives des plantes

Les plantes ont une importance capitale pour la survie de I'nomme et des différents
écosystemes. Elles renferment une partie 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 : les métabolites primaires et secondaires [4]

% 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.

% Les métabolites secondaires : sont des molécules ayant une répartition limitée dans
I'organisme de la plante. Ils sont nécessaires a sa défense contre les agressions extérieures.
Cependant, ils ne sont pas toujours nécessaires a la survie de la plante, et sont émis en trés

faible quantité, sont d'une grande variété structurale, plus de 200000 structures définies. [5]

1.1. Les métabolites secondaires

On trouve des métabolites secondaires dans toutes les parties de plantes, mais ils sont
distribués différemment selon leurs réles. Cette distribution varie d'une plante a l'autre. Parmi
les principales familles de métabolites secondaires trouvees chez les plantes on distingue :

e Les composés phénoliques qui interviennent dans les interactions plante-plante
(allelopathie, inhibition de la germination et de la croissance). Parmi ces composés,
on citera les polyphénols, les lignines, les flavonoides, les anthocyanes et les tannins.

e Lesalcaloides, renferme un atome d'azote dans la structure. Parmi ces derniers, certains
releguent de l'acide cyanhydrique quand les plantes sont abimées. Ils sont synthétisés
a partir d'acides aminés. On citera la nicotine, I'atropine, la codéine, la lupinine.

e Les huiles essentielles : Ce sont des liquides concentrés et hydrophobes des composés
aromatiques (odoriférants) volatils d'une plante, ces essences sont trés volatiles et non

miscibles I'eau [6]



2. Les polyphénols

Comme définition, nous pouvons dire que les polyphénols sont des composés phenoliques
hydrosolubles, de poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Dalton, et ayant, outre les
propriétés habituelles des phénols, la capacité de précipiter les alcaloides, la gélatine et autres
protéines [4] [7]

2.1 Classification des polyphénols

Les polyphénols regroupent un vaste ensemble de substances chimiques comprenant au
moins un noyau aromatique, et un ou plusieurs groupes hydroxyles, en plus d’autres
constituants [8]. Dans cette famille de molécules, se trouvent de nombreuses substances, qui

peuvent se classer selon leur structure en cing groupes principaux:

2.1.1 Les acides phénols

IIs ont une fonction acide et plusieurs fonctions phénols. Ils sont incolores et plutot rares dans

la nature. lls se divisent en deux catégories :

a- Les acides phénols dérivés de 1’acide benzoique comme 1’acide gallique.

0 O
% HO “, ,_JL,H
S Ee e
HO ™
% &
Acide benzolgue Acide gallioue

Figure 1.1 : la structure de I’acide benzoique et 1’acide gallique [8] [9]

b- Les acides phénols dérivés de I’acide cinnamique
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Figure 1.2 : Exemple de quelques acides phénols de la série cinnamique [8] [9]



2.1.2. Les flavonoides

IIs ont un squelette de base forme par deux cycles en C6 (A et B) reliés entre eux par
une chaine en C3 qui peut évoluer en un hétérocycle (cycle C) (Figure 3). lls donnent des
couleurs allant du jaune clair au jaune or. Selon les détails structuraux les flavonoides se

divisent en 6 groupes : flavones, flavonols, flavonones, isoflavones, chalcones, aurones.

sy = oy

Figurel.3 : Structure de base d’un flavonoide [10]

2.1.3. Les anthocyanes

Ils donnent des couleurs tres variées : bleu, rouge, mauve, rose ou rouge. Ces
molécules ont, comme les flavonoides, un squelette de base en C15 formé de deux cycles A et
B, et d’un hérérocycle (cycle C) ; mais leur caractéristique principale est que ce dernier est
chargé positivement. Cette charge est due a leur structure de base commune : le cation

flavylium ou 2 phenyl 1-benzopyrilium (Figure 1.4) [10]

cycle A cycle C
Figure 1.4 : Structure du cation flavylium ou 2-phényl-1-benzopyrilium. [10]

2.1.4 Les flavanes ;

Les flavanes sont sous forme de monomeéres (ex : la catéchine) ou sous forme de
polymeres (dimeres, trimeres...de catéchine). Ils existent sous forme de plusieurs

stéréoisomeres provenant de deux carbones asymétriques : C2 et C3 (Figure 5). [11]

Figurel.5 : Structure de la (+) — catéchine [11]



2.1.5. Les tannins :

Les tannins sont des macromolécules qui se divisent selon leur structure en deux

groupes principaux :

a- Les tannins hydrolysables : sont des esters d’acide gallique qui se lient aux molécules de

glucose. Plus précisément, un glucose se lie a plusieurs molécules d'acide gallique. [7]

b- Tannins condensés ou tannins catechiques ou proanthocyanidols: qui se différent
fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possedent pas de sucre dans leur
molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides. Il s’agit des polyméres

flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons C-C. [12]

2.2 Intéréts therapeutigues des polyphénols :
La principale caractéristique des polyphénols est qu’ils sont des agents antioxydants trés

puissants [13] [14] [15]. Ces actions thérapeutiques sont attribuées a leurs effets 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 1’oxygéne, ou décomposition des

peroxydes. [16]

Les composés phénoliques sont largement utilisés dans les domaines thérapeutiques et
pharmaceutiques. Parmi les nombreux intéréts qu’offrent les polyphénols a la santé, nous

pouvons citer les suivants :

v Activité anticancéreuse : Les substances polyphénoliques sont capables d’activer les
mécanismes naturels de la défense anticancéreuse. [17] [18]

v Prévention contre les maladies cardiovasculaires : En effet, la consommation des
polyphénols favorise la protection contre les altérations cardiaques et vasculaire. [19]

v’ Prévention contre les maladies hormono-dépendantes : par exemple Certains polyphénols
et plus particulierement les isoflavones du soja ont une affinité remarquable pour les
récepteurs d’oestrogenes et sont qualifiés pour cela de phytooestrogénes. lignanes en
particulier dans la prévention de cancers hormono-dépendants, des études ont montré une
relation entre la présence de lignanes dans la ration alimentaire et le taux d’incidence de
certains cancers. [20]

v' Action gastro-protectrice des polyphénols : dont principalement les flavonoides et les
acides phénoliques sont capables de réduire la surface des Iésions gastriques produites par

I’andométhacine chez les rates [21] [22]



3. Les Flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractéristiques propres. Elles sont omniprésentes dans les
fruits, les légumes, les graines, les boissons tels le thé et le vin rouge et d’autres parties de la
plante. [23]

Figure 1.6:Structure générale des flavonoides

Les flavonoides sont des composés qui ont en commun la structure du diphénylpropane (C6-
C3-C6) (Figure 1.6); les trois carbones servant de jonction entre les deux noyaux benzéniques

notés A et B forment généralement un hétérocycle oxygéné C [24]

3.1. Classification des flavonoides

En basant sur leur squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes :
anthocyanidines ; flavonoles ; isoflavonoles ; flavones ; isoflavones ; flavanes ; isoflavanes ;
flavanols ; isoflavanols ; flavanones ; isoflavanones ; aurones [25] Les

classes des flavonoides sont résumées dans la figure

oH O

isoflavonoles

isoflavones flavanones

Figure 1.7.Structures des squelettes de base des flavonoides [26]
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Figure 1.8.Structures des squelettes de base des flavonoides [26]

3.2.Intéréts thérapeutiques des flavonoides
Les flavonoides sont connus par ses intéréts thérapeutiques, parmi des nombreuses études qui
ont montré leurs activités bénéefiques sur la santé, quelques études sont résumées

v

b)

Activité contre le cancer ; Parmi les flavonoides les plus actifs sur les cellules
tumorales, la quercétine et la catéchine qui sont trés abondantes dans les aliments. La
quercétine prévient la cancérogenese, surtout le cancer de la peau et du colon. La
catéchine est un inhibiteur de certaines réactions, a été démontrée comme étant plus active
que la vitamine E sur les radicaux libres [27]

Activité antimicrobienne :

Activité antibactérienne ;les flavonoides sont capables d’inhiber la croissance de
différents types de bactéries : Staphylococcus aureus[28] , Escherichia coli[29],
Enterococcus feacalis, Enterobacter cloaceae, Heliotropium sinuatum, Proteus
mirabilis..et [30]

Activité antifongique : les flavonoides ont une activité antifongique trés puissante. L une
des études les plus importantes sur cette activité était celle de Ortuno et ses
collaborateurs[31], qui ont démontré [’activit¢ des flavanones glycosides et des
polyméthoxyflavones extraites de Cirtus parasidi et de Cirtus sinensis sur Penicillium
digitatum

Activite antivirale ; principalement contre le rétrovirus HIV responsable du symptéme
d’immunodéficience acquise (SIDA), le virus d’influenza, le virus de I’herpes (HV),

I’adénovirus (ADV) et le virus de la grippe A [32] [33].



Activite contre la cardio-toxicité, la peroxydation lipidique et P’atteinte
hématologique : En effet, ils apportent une protection contre les radicaux libres [34], et
ont une capacité a capturer et désactiver les radicaux libres. [35]

Activiteé cardio-protectrice ; Les flavonoides sont réputés pour leur effet protecteur sur la
santé cardiovasculaire en modifiant plusieurs processus pathologiques qui interviennent
dans I’apparition de ces maladies.[36]

Activité contre I’obésité : Certains flavonoides sont supposés apporter un intérét dans le
métabolisme lipidique en diminuant la lipidémie.[37]

Activité contre les inflammations ; Les mastocytes sont des cellules qui participent aux
réactions allergiques et a I’inflammation en secrétant des médiateurs inflammatoires
comme [’histamine et des cytokines pro-inflammatoires. L’action pharmacologique des
flavonoides suggere qu’ils pourraient présenter un intérét dans le traitement des désordres
allergiques en sous-régulant ces mastocytes. . [38]

La protection des neurones : Ce role a principalement été mis en évidence dans le cas de
la maladie de Parkinson. Des chercheurs ont évalué 1’effet de la lutéoline, un flavonoide
possédant diverses activités et notamment des effets anti-inflammatoires sur la diminution
du captage de dopamine, les résultats ont démontré que la lutéoline était capables de
protéger les neurones des dommages ainsi causés [39]

La protection oculaire ; Certains flavonoides, comme la fisetine, ont été examinés et ont
montré leur effet protecteur contre le stress oxydant induit par les rayons UV dans des

cellules épithéliales de la lentille. [40]
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CHAPITRE 02 : PRESENTATION DE LA PLANTE ETUDIEE RETAMA RAETAM

Introduction :

Les plantes médicinales sont des drogues végétales dont au moins une partie possede
des propriétés médicamenteuses [2]. On appelle plante médicinale toutes plantes renfermant

un ou plusieurs principes actifs capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies [41]

Aujourd'hui, les traitements a base des plantes reviennent au premier plan, car
I'efficacité des médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi
universelle aux infections graves) décroit, les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés
aux médicaments et leur résistent de plus en plus. [42]

1. Les Rétames :

Les rétames sont des Légumineuses arbustives, occupant les zones arides, semi-arides
et cotiéres, leur nom dérive du nom bibligue(ROTEM) qui fut changé par les arabes en
(R’tem) ou (retam) [43].

En Algérie Le genre Rétama compte trois especes :[44]

v Rétama monosperma.
v’ Rétama sphaerocarpa.
v' Rétama raetam.

1.1. L’espéce Rétama raetam :

Nom scientifique : Retama raetam (Forssk.) Webb
Autres noms :

Arabe: Rtem. [45] ;

Berbere: Tillugwit, Tllugwi, allugd, talggat. [46] ;
Francais: Rétam. [45] ;

Anglais: White Weeping Broom
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1.2. Distribution géographique:

Les rétames sont caractérisés par une large distribution géographique, originaires du nord-
ouest Africain et probablement des iles Canaries [43]. En Algerie, Rétama raetam est localisé
dans le sud oranais, sud de Djelfa, Ain Safra, Touggourt, au centre de la Kabylie, a I’est de
Biskra [47] également a Ouargla [48], c’est une plante commune des €cosystémes arides qui
entourent la méditerrané, cette plante utilise comme stratégie d’acclamation une dormance

partielle pour résister aux longues périodes de sécheresse [49].

1.3. Description des rétames :

1.3.1. Morphologie : Description botanique

L’espéce Rétama Raetam est un arbuste saharien de 1a 3,5 m de hauteur a rameaux
veloutés, fleurs blanches de 8-10 mm, étendard égalant la carene ou plus long, gousse non

dilatée sur sa nature ventrale contenant une petite graine [45]

La floraison est longue et précoce de la fin d’hiver a début printemps, selon le climat, elle

peut s’étendre jusqu’au mois de mai [50]

Figure 2.1: Rétama raetam (Forssk.) Webb et Berth
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1.4. Utilisation : Les intéréts ;

1.4.1. Intéréts écologique :

Rétama raetam s’adapte bien aux conditions les plus extrémes, elle développe un
mécanisme moléculaire qui lui permet de résister aux changements climatiques (manque de
nutriments et stress hydrique) et cela en entrant dans une phase de dormance partielle, en
supprimant I’expression de certains genes, grace a une enzyme de défense qui est 1’ascorbate
peroxydase(APXx). [49] et grace a son potentiel germinatif élevé, sa tolérance au stress
hydrique et son mode de ramification radiculaire, peut étre considéré comme une espéce
pionniere apte a coloniser les cordons dunaires, son utilisation dans les opérations de

revégétation de ces milieux fragiles est recommandable [51].

1.4.2. Intérét pharmacologigue

En médecine traditionnelle, Rétama raetam est utilisé dans le traitement de plusieurs
maladies. La partie aérienne est utilisée, en infusion, en poudre ou en compresse, pour le
traitement du rhumatisme, les blessures et les piglres de scorpion, elle est utilisée aussi contre
les morsures de serpent [52].

En outre, des études expérimentales ont révélé que Retama raetam possede une activité
antioxydante [53], antimicrobienne et cytotoxique. Elle posséde aussi un effet diurétique,
antihypertenseur,et une activit¢ hypoglycémiante [42][54][55][56].en effet 1’administration
orale d’une dose de 20mg/kg de I’extrait aqueux de Rétama reatam, réduisait de facon
significative le taux de glucose dans le sang des rats normaux, ainsi que des rats diabétiques
dont le diabéte a été induit par streptozotocine(STZ).[54]

(Edzirietal Isolation de deux flavonoides licoflavone C et derrone qui ont été testé et
2012)[119] montré leurs activité antimicrobienne intéressante.

(Djeddi et Isolation des isoflavonides a partir de 1’extrait methanolique qui ont
al,2013) [112]  montrés leurs activité analgésique in vivo, comme le 3'-O-methylorobol
(86.9%) qui est presque égale a 1’aspirine.
(Benaissa et Les différents extraits de rétama sphaeroccarpa ont été etudiés et ont
al,2016) [106]  montré une forte activité antioxydante, en corrélation avec leurs richesse
en polyphénols et en flavonoides en particulier.

(Hadj- I’effet inhibiteur des extraits de Rétama raetam sur l'activité de 1’a-
moussa,2012)  amylase est fortement lié & sa richesse en flavonoides et en polyphénols.
[105]
Tableau 2.1 : Quelques Travaux Anterieurs
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2. Présentation de la plante cytisus triflorus :

2.1.1’espece cytisus triflorus

Nom latin : Cytisus triflorus Lam.
Nom francais: Cytise a trois fleurs
Nom arabe : Chadjeret en nahal

Nom local : L'hérit

AN N NN

La drogue : Partie aérienne

2.2. Distribution géographique : Figure 2.2 : cytisus triflorus

Le genre de cytisus de la famille fabacée contient plus de 70 espéces confinés dans les
régions caractérisés par un climat doux, de sud et centre d’Europe, nord d’Afrique et le ouest
d’Asie [57] . Cytisus triflorus , ’herit ou localement appelé illougui » est I’espéce parmi les

especes qui sont largement distribué a travers le nord d’ Algérie.[58]

2.3.Description botanique :

C’est un arbuste vivace de hauteur de 1-2 m avec branches poilus. Les feuilles sont
arrangées en trois, couvertes avec des poils denses et soyeux, le médial est presque deux fois
plus long que les latéraux, s’assombrisse lorsqu’elle est séché. 1-3 fleurs jaunes localisés avec

les feuilles supérieures. Le fruit est une gousse poilue aplati. [58]

2.4.Intéréts thérapeutiques et ’utilisation traditionnelle de Cytisus triflorus

Plusieurs études ont cites 1’utilisation de ce genre pour ses propriétés médicale
hypotenseur, antidiabétique, diurétique [59,60], et des études pharmacologique ont confirmé

quelque informations enthomedical. [61,58]

Les études bibliographique ont montrés aucune utilisation traditionnel de cette plante en
particulier dans la région meéditerranéenne, cependant cytisus triflorus est connu dans le nord
d’Algérie par ces propriétés thérapeutiques. Elle est utilisé pour le traitement des douleurs
abdominal, le soin des blessures et pour ses propriétés hémostatique, antifongique et
hypotenseur. Les feuilles de cytissus triflorus sont utilisées comme « henna » pour traiter et
teindre les cheveux. [62]
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CHAPITRE 03 : L’ACTIVITE ANTIOXIDANTE

Les composes phénoliques sont tres utilisées dans la médecine traditionnelle et moderne
pour leurs activités antioxydantes) [63]. Vue leurs propriétés redox les plus élevées, les
polyphénols agissent comme des agents réducteurs, donneur d’hydrogéne en piégeant les

radicaux libres et en chélatant les ions [64]

1.1.Les radicaux libres :

Un radical libre est une espece chimique, molécule, morceau de molécule ou simple
atome, capable d'avoir une existence indépendante « libre» en contenant un ou plusieurs
¢lectrons célibataires sur un atome d’oxygene ou d’azote. Cela lui confére une grande
réactivité donc une demi-vie tres courte. En effet, ce radical libre aura toujours tendance a
remplir son orbitale en captant un électron pour devenir plus stable : il va donc se réduire en
oxydant un autre composé [65], Un stress oxydatif survient lorsque 1’équilibre est rompu en
faveur des radicaux libres
Toutefois, une production excessive de ces molécules réactives ou une insuffisance des

mécanismes antioxydants peut déséquilibrer la balance oxydant/antioxydant [66].

1.2. Différents types des radicaux libres :

1.2.1. Les espéces réactives de I’oxygéne (ERO)

Parmi toutes les espéces réactives oxygénées (ERO), on distingue :

a) les radicaux primaires a savoir : I’anion superoxyde (O;"), le radical hydroxyle (*OH), le
monoxyde d'azote (NOv), le radical peroxyle (ROOv) et le radical alkoxyle (ROv).

b) radicaux secondaires telles que I’0xygeéne singulet 'Oy, le peroxyde d’hydrogéne (H,0) et
le nitroperoxyde (ONOOH), se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les
composeés biochimiques de la cellule.[67]

1.2.2. Les espéces réactives azotées (ERN)

Il en existe deux genres ;
v’ Les espéces radicalaires azotées tels que le monoxyde d’azote (NO¢) qui joue un role

protecteur vis-a-vis du stress oxydant en limitant la lipoperoxydation.
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v Les especes azotées non radicalaires ; ils se caractérisent par leur grande faculté de
diffusion dans les membranes cellulaires. 11 s’agit du trioxyde d’azote (N,O3) et
leperoxynitrite (ONOO-), moins réactif que son précurseur azoté, mais responsable de

I’oxydation de nombreuses biomolécules (protéines, lipides et acides nucléiques) [68]

2. Les conséquences des radicaux libres et le stress oxydant

Lorsqu’il y a un déséquilibre entre la balance des radicaux libres et ERN et les systémes
de défense, comme conséquence 1’apparition de dégats souvent irréversibles pour la cellule
(ADN, protéines, lipides) en lien avec I’apparition de nombreuses maladies graves (cancer,

artériosclérose, arthrite, maladies neuro-dégénératives) : ¢’est le stress oxydatif. [69,70]

3. L’antioxydant

Un antioxydant est toute molécule endogene ou exogene présente en faible concentration
qui est capable de prévenir, de retarder et de réduire I’ampleur de la destruction oxydante des

biomolécules.

4. Méthodes d'évaluation des propriétés antioxydantes in vitro :

Plusieurs méthodes sont disponibles pour mesurer l'activité antioxydante des aliments et
les systemes biologiques [71], Elles peuvent étre classées en deux groupes selon deux
mécanismes : soit par le transfert d’atome d’hydrogeéne, soit par le transfert d’un simple
électron [72]

Les techniques du premier groupe sont employées pour évaluer la peroxydation lipidique
en utilisant un substrat lipidique ou lipoprotéique. La quantification de cette propriété est

exprimée par la mesure du degré d’inhibition de I’oxydation [73]

Alors, les méthodes du deuxieme groupe sont celles qui interviennent dans la mesure de
I’habilité du piégeage des radicaux libres. Elles comportent le balayage du peroxyde
d’hydrogene (H;0,), de I’acide hypochloreux (HOCI), de I’hydroxyle (*OH), des anions
superoxyde (O+2), du peroxyle (ROQe¢) et de I’oxyde nitrique (NO¢) [72]

Parmi ces techniques, nous citons :

v la méthode d’ORAC (Capacité d’absorbance du radical de I’oxygéne) [74]
v la méthode d’ABTS (2,2-azinobis (3-éthyle-benzothiazoline-6-sulphonate) ou TEAC
(Capacite antioxydante équivalente de Trolox) [75] ;

v la méthode FRAP (Capacités réductrices ferriques d’antioxydants) [76];
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v la méthode du radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) [77] ;

v la méthode de DMPD (Balayage du radical cation N, N- dimethyl-p
phenylenediamine) [78] ;

la méthode TOSC (Capacité du piégeage des oxy-radicaux totaux) [79] ;

la méthode TRAP (Parametre du piégeage du radical total) [80] ;

la méthode photochémiluminescence (PCL) [81] ;

la méthode d'hémolyse [82]

CHAPITRE 4 : L’ANTIBIORESISTANCE

Introduction

L’émergence rapide de 1’antibiorésistance est un probléme majeure pour la santé
publique [2] les données de surveillance montre que qu’il y a une augmentation des infections
causée par des bactéries pathogenes résistantes aux antibiotiques dans plusieurs pays . La
multi-résistance bactérienne aux antibiotiques est I'image la plus grave de la résistance car elle

réduit notablement les possibilités thérapeutiques. [84]

1. Définition

La résistance bactérienne est prise dans sa définition clinique, synonyme d'échec
thérapeutique, c'est-a-dire, la capacité de la bactérie a se multiplier en présence d'une
concentration d'antibiotique égale ou supérieur a celle que I'on peut obtenir in vivo. Pour le
bactériologiste, une bactérie sera résistante par rapport a une valeur de référence qui est la

concentration minimale inhibitrice de I'antibiotique vis-a-vis du germe. [85 ]
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2. Impact de I'antibiorésistance

Lorsqu’une infection ne peut plus étre traitée par un antibiotique de premiére intention, on
doit recourir & des médicaments plus colteux. De plus, la prolongation de la maladie et du
traitement, souvent dans le cadre d’une hospitalisation, accroit les dépenses de santé, ainsi que
la charge financiére pesant sur les familles et la société. La résistance aux antibiotiques

compromet les acquis de la médecine moderne.

En I’absence d’antibiotiques efficaces pour prévenir et traiter les infections, les greffes
d’organes, la chimiothérapie et certaines interventions chirurgicales telles que la césarienne

deviendront beaucoup plus dangereuses [2].

3. Types de résistance bactérienne

3.1.La résistance naturelle

On parle de résistance naturelle lorsque toutes les souches d’une méme espéce sont
résistantes a un antibiotique. L’expression d’un caractére inné, partagé par I’ensemble de la
communauté bactérienne, rend inappropriée I’utilisation de certains antibiotiques.

Des particularités structurales de la paroi cellulaire, empéchant les antibiotiques
d’accéder a leur cible, ou I’absence de cible sont autant de facteurs, qui conditionnent la
résistance naturelle [86].

3.2.La résistance acquise

La résistance acquise survient lorsque, seules, quelques souches d’une méme espéce,
normalement sensibles a un antibiotique, deviennent résistantes. Cette résistance peut étre
acquise par mutation ou par transfert de genes par transduction, conjugaison ou
transformation. [87]

3.3.Mécanismes de la résistance

Les modes de résistance connus actuellement qui résultent de la pression de sélection
exercée par les ATB sont au nombre de quatre .Une méme bactérie peut présenter plusieurs de
ces mécanismes de réesistance [88].

Ces mécanismes sont résumés dans le tableau4.1
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Tableau 4.1 : les mécanismes de la résistance des bactéries.

Mécanismes de la
résistance

Détails

1. L’inactivation
enzymatique

La bactérie acquiert la capacité d’inactiver 1’action des ATB par la
sécrétion d’enzymes avant méme qu’ils n’aient pénétrés au sein du
microorganisme[89 ] .Les classes d’antibiotiques vis€es par ces
enzymes sont les 3- lactamines, les macrolides-lincosamimides-
streptogramines (MLS), les aminosides et les phénicolés.

3. Le mécanisme

Ce sont des mécanismes de transport membranaire universellement
répandus chez des organismes vivants. Ils ont un réle clé dans la

d’Efflux actif | ;1 iologie bactérienne : préserver 1°équilibre physico-chimigue du
milieu intracellulaire en s’opposant a ’accumulation de substances
naturelles ou synthétiques toxiques transport de substances nutritives et
export de substances toxiques.
Ce mécanisme est en relation avec une modification d'affinité d'une ou
L plusieurs cibles de type PLP ou PBP (Penicillin Binding Protein)
Modification . - .
b ere s comme chez Streptococcus pneumoniae. La résistance des entérocoques
d'affinité de la o o A )
cible aux pénicillines telle I'ampicilline peut étre en relation avec une

hyperproduction de PLP d'affinité médiocre. Il est principalement
présent chez les bactéries Gram négatif [90]

Substitution de
cible

L'exemple majeur est la résistance intrinséque ou méticillino-résistance
de Staphylococcus aureus qui est liée d'une part, a la présence d'une
nouvelle PLP de faible affinité, dénommée PLP2a et d'autre part a son
hyperproduction. La conséquence clinique est importante, car il y aura
résistance croisée entre - lactamines.

4. Modification de la cible

Altération des
précurseurs de
la paroi
bactérienne

Des substitutions d’acides aminés dans la protéine S12 de la sous-unité
30 S du ribosome provoquent une résistance a la streptomycine. Ces
mutations ont été caractérisées chez Escherichia coli, Haemophilus
influenzae, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis,
Mycobacterium tuberculosis. [91]

5. Diminution de la
perméabilité de
la membrane

Pour agir, les antibiotiques doivent pénétrer dans la cellule bactérienne.
Beaucoup d’antibiotiques utilisent les systémes de transport propres a la
bactérie pour ses échanges avec 1’extérieur [88]. Pour résister, la
bactérie contrecarre cette entrée de toxiques en diminuant la
perméabilité de sa membrane. [92]




PARTIE EXPERIMENTALE
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Notre démarche expérimentale est résumée a travers le diagramme comme suit :

( Matiére végétale :l

A 4

Séchage : a I'abri de la lumiere solaire et a température

amhiante

v

[ Extraction :l
|

v v

Extraction par macération a

Extraction par macération a
nartir de Rétama raetam

partir de Cvtisus Triflorus

v
Extraction a partir de Extraction a partir de plante -
plante récolté en 2014 (A) récolté en 2017 (B) Extraction a partir
1-Les tiges avec I'acétate 1-Les fleurs avec I'acétate des feuilles avec
d’éthyle et avec n- d’éthyle. I'acétone et I'acétate
butanol. 2-Les tiges avec n-butanol

A

r Dosage : des j

polyphénols totaux et A‘

| lac flavinnAidac

A\ 4

Evaluation de I'activité antioxydante par
réduction de fer et piégeage de radical libre DPPH

A

Evaluation de I'activité

antibactérienne et antifongiaue

:

Formulation d’'une pommade
cicatricante et antihactérienne

Figure 1 : diagramme de la démarche expérimentale
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CHAPITRE 01 MATIERE VEGETALE ET MICROBIENNE

1- Matériel végétal :

1.1.Rétama raetam :

Nous avons ramassé les parties aériennes de Retama raetam de la région de
Mostaganem a I’ouest Algérienne en printemps 2014, La plante était séchée pendant
plusieurs semaines a une température ambiante et a D’abri de la lumiere, puis elle était
conservée dans un sac en polypropyléne tissé, afin d’empécher I’humidité et la moisissure, et
de préserver au maximum [’intégrité des molécules. Nous avons rincé les parties aérienne

avec I’eau avant de les sécher pendent quelques jours a une température ambiante et a 1’abri

de la lumiére.

Figurel.2 : les fleurs séchés de Rétama
raetam raetam.

La deuxieme plante était aussi récoltée de la région de Mostaganem en printemps 2017,
¢tait rincé avec I’eau puis séchée pendant plusieurs semaines a une température ambiante et a

I’abri de la lumiére.

1.2.Cytisus triflorus :
La plante Cytisus a été récoltée de région de SIDI ELKEBER, wilaya de Blida en
printemps 2017. La plante est nettoyée avec 1’eau puis séchée a 1’aire libre dans le laboratoire

pendant une semaine.
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2. Matériel microbien :

Le matériel microbien comprend les bactéries pathogenes et une levure et des
champignons phyto-pathogenes, provenant du laboratoire d’hygiéne Feroudja, Blida.
Les bactéries comprennent deux a Gram positif qui sont : Bacillus sp., Staphylococcus aureus,
et trois a Gram négatif : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae..
La levure utilise est Candida albicans el les champignons sont Aspergillus fumigatus et

Aspergillus brasiliensis, pour 1’évaluation de I’activité antifongique.

3. Milieux de culture

Dans le but de I’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits aqueux, nous avons

utilisé deux milieux de culture : Mueller-Hinton (MH) et Sabouraud.

4. Controles positif

Pour valoriser 1’activité¢ antibactérienne on utilise l'antibiotique gentamex pour faire le
controdle positif. [M.B.0.12]

Pour valoriser I’activité antifongique on utilise le flococconazol comme un contréle positif
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CHAPITRE 02 : EXTRACTION ET DOSAGE

Les extraits utilisés au cours de notre étude sont préparés selon un mode d’extraction qui

est la macération pour extraire les composés phénoliques et les flavonoides. Les extraits

préparés sont: extraits par eau-acétone ou eau-méthanol puis ils sont traités par solvants pour

obtenir des fractions préparées avec n-butanol et I’acétate d’éthyle.

1-
1.1-

Extraction a partir de Rétama raetam ;

Préparation de I’extrait des fleurs (EFAC);

100g des fleurs séchés de la plante (B) sont mise en macération avec un litre de
méthanol 80% a une température ambiante de laboratoire pendant 72 h et a ’abri de la
lumiére.

L’extraction est répétée 2 fois pendant 48 h avec 0.5L de méthanol 80%, a chaque fois
les fleurs sont filtrées et 1’extrait est gardé dans I’obscurité.

L’extrait hydro-alcoolique obtenu est séché avec un évaporateur rotatif.

200 ml d’acétate d’éthyle est rajouté a I’extrait récupéré précédemment.

L’extrait est séché par évaporateur rotatif.

Le produit est récupéré a partir des parois de ballon d’évaporation.

Préparation des extraits des tiges ;
Fraction d’acétate d’éthyle (ET1Ac);

2g de poudre des tiges de la plante (A) obtenu par broyage avec mortier, sont macérés
avec 50 ml de méthanol 80% pendant une semaine a I’abri de la lumiére.

Filtration de la solution et recupération de filtrat.

Le filtrat est séché par évaporation a 1’air libre.

Extraction liquide-liquide avec 1’éther de pétrole, et récupération d’extrait de la phase
aqueuse.

10 ml d’acétate d’éthyle est rajouté a 1’extrait récupéré précédemment.

L’extrait est séché par évaporateur rotatif.

Le produit est récupéré a partir des parois de ballon d’évaporation.
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B- Fractions de n-butanol ;
B.1- a partir de la plante (A), (ET1Bn) ;
% 10g des tiges de plante (A) deécoupes en petits morceaux, sont mise en
macération avec 100 ml de méthanol 80% a température de laboratoire pendant

une semaine a 1’abri de la lumiére.

X/
°

Filtration de la solution et récupération de filtrat.

*

Le filtrat est séché pr évaporation du méthanol a 1’air libre.

¢ Extraction liquide-liquide avec 1’éther de pétrole, et récupération d’extrait de la
phase aqueuse.

% 25 ml de n-butanol est rajouté a I’extrait récupéré précédemment.

% L’extrait est séché par évaporateur rotatif.

¢ Le produit est récupéré a partir des parois de ballon d’évaporation.

B.2- a partir de la plante (B), (ET2Bn) ;
% Les mémes étapes précedentes ont était effectués sur les tiges de plante (B), et

dans les mémes conditions de travail.

2. Extraction a partir de Cytisus triflorus ;

2.1 Préparation de I’extrait acétonique des feuilles de Cytisus Triflorus
%+ 50 g des feuilles séchés et broyés par mortier sont mise en macération avec 0.5
L d’acétone 80% pendant 72 h a I’abri de la lumiére.
% L’extrait est filtré, la macération est répété 2 fois avec 0.4 L d’acétone 80%
pendant 48 h dans les mémes conditions.

% Le filtrat est séché par évaporateur rotatif.

2.2 Préparation de la fraction d’acétate d’éthyle a partir de D’extrait acetonique ;
(ECtAC)
v L’extrait acetonique des feuilles de cytisus triflorus est mis en filtration liquide-
liquide avec I’éther de pétrole et récupération de la phase aqueuse.

v' 200 ml d’acétate d’éthyle est rajouté a I’extrait récupéré précédemment.

AN

L’extrait est séché par évaporateur rotatif.

v" Le produit est récupéré a partir des parois de ballon d’évaporation.



Figure 2.1 : Extraction par macération figure 2.2: montage d’extraction liquide-liquide.

des feuilles des Cytisus triflorus.

Réfrigérant

Ballon
d’évaporation

Solvant
récupére

Bain marie

Figure 2.3 : Evaporation a sec avec le rota-vapeur.
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3. Protocole d’extraction des polyphénols totaux et les flavonoides

Nous avons résumé les étapes d’extractions précédentes dans le schéma suivant :

Macération des feuilles de Cytisus
triflorus dans I'acétone 80%

A

§T°:ambiante/ t=72h

Macération des feuilles — tiges de Répeéte 2 fois - t=48h :

Rétama raetam dans le méthanol

v

Te=ambiante/ t=72h-7jours '\ Filtration

\/Extraction Liquide-Liquide avec
N 15 ° . rd
a I’air libre I’éther de pétrole

Récupération de la phase aqueuse

L'ajout d’un solvant organique
L’acétate d’éthyle ou le butanol

\/Evaporation de solvant par rota-vapeur

7

et la récupération d’extrait

Figure 2.4 : Protocole d’extraction des phénols totaux et les flavonoides
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4. Calcul du rendement

Le pourcentage de rendement pour chaque extrait a été calculé par la formule suivante:
R(%) =M /MO0 x 100.  [105]
Avec : (%) : Rendement exprimé en %.
M: Masse en gramme de I'extrait sec résultant.

Mo : Masse en gramme du matériel végeétal a traiter.

5. Dosage des polyphénols totaux :

La teneur en phénols totaux des extraits des plantes a été déterminée par la méthode de [95]
Singleton et Ross (1965) utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu.

Un volume de 200 pl pour chaque extrait est introduit dans des tubes a essais, le mélange (1
ml de Folin Ciocalteu dilué 10 fois et 0.8 ml de carbonate de sodium a 7.5 %) est additionné.
Les tubes sont agités et conservés durant 30 min. L’absorbance est mesurée a 765 nm en
utilisant le spectrophotométre UV-Visible Une courbe d’étalonnage a différentes

concentrations d’acide gallique a été préparée.

Les teneurs en phénols totaux dans les extraits sont exprimées en microgramme (ug)

équivalent d’acide gallique par milligramme (mg) du poids de la matiere seche (ug EAG/ mg
MS).

6. Dosage des flavonoides totaux :

Le dosage des flavonoides est effectué selon la méthode de trichlorure daluminium;
(AICI3) [96] (Chang et al.) & 1ml de chaque extrait (préparer avec des dilutions convenables
dans le méthanol ou I'eau distillée) en ajoutant 1ml de la solution d'AICI3 (2% dans le

méthanol). Aprés 10 minutes d'incubation, I'absorbance est effectuée a 430nm.

Le calcul de la concentration des flavonoides ce fait a I'aide des gammes d'étalonnage
établies avec la quercétine et la catéchine (0-40 pg/ml), et elle est exprimé en microgramme

(ng) d'équivalent de quercétine ou de catéchine par milligramme d'extrait (ug EQ/mg).
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CHAPITRE 03 : EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE

Introduction
Dans notre étude, la mise en évidence de 1’activité antioxydante in vitro de nos extrais des
composés phénoliques a été réalisée par deux techniques chimiques a savoir : la réduction du

fer, le piégeage du radical libre DPPH.

1. Réduction de fer :

Cette méthode est déterminée en utilisant la technique d’Oyaizu (1986) [97].

Les différentes concentrations des extraits dans 1’eau distillée (1 ml) sont mélangées avec 2.5
ml de la solution tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 2.5 ml de ferricyanure de potassium
[K3Fe(CN)6] (1%). Les mélanges sont incubés a 50°C pendant 20 min. Apres, 2.5 mi
de I’acide trichloracétique (10%) est additionné.
Le tout est centrifugé a 3000 tours pendant 10 min. A la fin, 2.5 ml du surnageant de chaque
concentration est mélangé avec 2.5 ml de I’eau distillée et 0.5 ml de FeClI3, 6 H20 (0.1%).
L’absorbance est mesurée a 700 nm.

L’augmentation de I’absorbance dans le milieu réactionnel indique 1’augmentation de

la réduction de fer. L’acide ascorbique est utilis€ comme contréle positif.

o -

~ '1}1,“' Ry ,|a-* '%31 I,---" ‘H‘::-\.]
'] | r |
.-::-'ﬁh I‘L e .-'N.\\. /l\ .--"J J-"""x "*-‘_ f‘f.'l-"\-\_ o b _.f"J'\ —
e LY
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Figure 3.1 : Schéma sur la réaction de test FRAP [98]
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2. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) :

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants & piéger le radical
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPHe) (de couleur violette) qui est réduit a la forme
d’hydrazine (non radical) en acceptant un atome d’hydrogéne (vire vers le jaune), Ce
changement se traduit par une diminution de I’absorbance . La réaction de DPPH est

représentée dans la figure suivante :

< ;> 0; ) o

= Q Z H o

M—N MOz + Antioxydant-OH —— H—H—'\“;:‘/—ND: + Antioxydant-OF
@ o ) o

DPPH Radical libre DPPH-H forme réduite
{Violet) {Jaune)

Figure 3.2: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH entre I’espéce radicalaire

DPPH et un antioxydant. [73].

L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par Sanchez-
Moreno et al(1998) [73].

Un volume de 50 pl de différentes concentrations de chaque extrait exprimées en g/l est
ajouté a 1,950 ml de la solution méthanolique du DPPHe (0.025 g/I) fraichement préparée.

L’absorbance est mesuré contre un blanc a 515 nm. L’acide ascorbique est utilis¢é comme

contr6le positif.

Le pouvoir antioxydant est estimé selon 1’équation ci-dessous :

(Aechentillon—ATemoin)

Activité anti-radicalaire (%) = x 100 [99].

A Temoin

Avec  Atemoin : est I’absorbance de témoin négatif sans extrait.
Acchontillon : est ’absorbance en présence de l'extrait.

L’IC50 (Concentration inhibitrice 50), appelée également EC50 (Efficient concentration 50),
est la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH. Les
EC50 sont calculés graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction de

différentes concentrations des extraits testés [99].
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CHAPITRE 03 : EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE

Pour évaluer I’activité antibactérienne des extraits aqueux, nous avons adopté la
méthode de diffusion sur milieu gelosé en utilisant des disques stériles en cellulose : appelée
aromatogramme. Le principe de la méthode est tiré a partir du titrage des antibiotiques
(BENDJELALI et al., 1986).

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antibactérien en milieu
solide dans une boite de pétri, avec création d’un gradient de concentration apres un certain
temps de contact entre le produit et le microorganisme cible. L’effet du produit antibactérien
sur la cible est apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du diameétre
d’inhibition. La souche sera qualifiée de sensible, trés sensible, extrémement sensible ou

résistante (figure 3.1).

Disque mmprégne Croissance
d'HE microbienne

< >

Zone d inhibition

Figure 3.1 : schéma simplifi¢ du principe de la méthode de 1’aromatogramme

Protocole expérimentale :

1. Préparation des extraits

Afin d’évaluer [Dactivité antibactérienne nous avons mené nos extraits a des
concentrations de (125mg/ml et 225mg/ml) dilué dans 1’eau distillée stérile dans des tubes en

verre stériles.
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2. Préparation de ’inoculum bactérien

A partir d’une culture de 18 h, une suspension bactérienne a été¢ préparée de facon a
obtenir une densité équivalente au standard de 0,5 Mac Farland. Cette densité correspond a
une concentration de 10° — 10® UFC/ml [101].

Figure3.1 : les préparations d’extraits Figure 3.2 : les suspensions bactériennes

3. Préparation des disques :

Des disques de papier Wathman n°1 de 9 mm de diamétre stériles (stérilisation a 120°C
pendant 15 min par autoclavage), sont chargés de I'extrait naturel a tester, des disques
imprégnés de I’eau sont également utilisés qui vont servir de témoin négatif.

4. Préparation des milieux de culture :

La gélose de Muller Hinton stérile et Sabouraud prétes a 1’usage ont été coulées dans des
boites de pétrie stériles. L’épaisseur de la gélose est de 2 mm répartie uniformément dans les
boites. Ces derniéres doivent étre séchées 30 min a une température ambiante du laboratoire

avant leur emploi.

Figure3.4 : boites de pétri contenant le milieu de culture



31

5. Ensemencement :

Des boites de pétrie stériles préalablement coulées, sont ensemencées par étalage a l'aide
d'un écouvillon, I'ensemencement s'effectue de telle sorte a assurer une distribution homogene
des bacteéries.

A l'aide d'une pince stérile, les disques de papier filtre contenant les produits a tester sont
déposés a la surface de la gélose inoculée au préalable.

Les activités antibactérienne et antifongique sont déterminées en termes de diamétre de la
zone d'inhibition produite autour des disques aprés 24 h d'incubation a 37° C pour les

bactéries et 120h d’incubation a 28° C pour les champignons.

6. Lecture:
La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque

disque a I’aide d’une régle en (mm).

Les résultats sont exprimés par le diametre de la zone d’inhibition et peut étre symbolisé
par des signes d’apres la sensibilité des champignons vis-a-vis des concentrations testées de

nos extraits.

- Non sensible (-)
- Sensible (+)
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CHAPITRE 4 : FORMULATION D’UNE POMMADE A BASE DES EXTRAITS

Introduction :

Pour le but d’utiliser les extraits des plantes ¢étudiés et bénéficier leurs propriétés
thérapeutique, nous allons proposer une forme galénique semi-solide simple, une pommade

pour application dermique antibactérienne et cicatrisante.

1. la préparation d’une pommade a base des extraits étudiés

1.3.Les produits utilisés :

1.1.1 Les extraits utilisés :

Les principes actifs que nous avons choisis sont les deux extraits suivants :

e L’extrait des fleurs de rétama raetam, pour ses propriétés antibactérienne et
antifongique.
e L’extrait des feuilles de Cytissus triflorus pour ses propriétés antibactérienne,
antifongique et cicatrisante.
On a ajouté les principes actifs avec des proportions de 50%-50%, par exemple pour une
dose de 1%, on a mélangé 0.5% d’extrait de Rétama retam et 0.5% d’extrait de Cytissus

triflorus.

Les extraits sont sous une forme hygroscopique, et insoluble dans la paraffine liquide et la

vaseline

1.1.2. Les excipients utilisés :

v Vaseline blanche.
Mélange purifié d’hydrocarbures semi-solides obtenus a partir du pétrole et entierement ou
presque entierement décoloré, de consistance onctueuse, Iégérement fluorescente a la lumiere

du jour a I’état fondu. [102]
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v’ Paraffine liquide.
Nous avons mélangé la vaseline Blanche et la paraffine liquide avec des proportions
de 70% et 30% respectivement. Ce mélange joue le role d’une base dans la pommade, facilite

I’administration des principes actifs et améliore leurs efficacités. [102]

v Tween 80.

Commercialisé sous le nom de tween 80, dont son nom chimique est Polyoxyethylene 20
sorbitan monooleate , un ester de sorbate, un liquide jaune huileux, d’une saveur amére, on
’utilise comme un agent mouillant pour les constituants actives qui sont insoluble dans les
bases lipophiles avec des concentrations de 0.1-3%, afin de stabiliser la pommade et obtenir
une seule phase homogéne. [102]

On a travaillé avec des proportions variables de 0.2%, 0.4% ,0 ,5% et 1%.

v L’éthanol absolu.
L’éthanol absolu est un liquide d’une odeur plutét agréable, utilisé dans le domaine
pharmaceutique comme un solvant, désinfectant et préservative antimicrobien, utilisé aussi
comme un neutralisateur de pH (base conjugué). [102]

1.4. Le mode opératoire :

Les étapes de formulations de notre pommade sont comme suite :

v" Principes actifs :

L)

* Dans un bécher, on a dispersé notre extrait dans 1’éthanol afin d’obtenir une
concentration de 1g d’extrait/ml d’éthanol pour chaque extrait.

v Excipients :

X/

% Phase huileuse : dans un bécher, on a mélangé la vaseline blanche et la paraffine
liquide avec des proportions massiques de 70% et 30%, et la masse de 1I’émulsifiant
Tween 80.

% Le mélange est fondu et mis sous agitation a 70°C pendant 5 min.

¢ On a baissé la température jusqu’a 50° sous une faible agitation.

v L’incorporation des principes actifs :

K/
°e

Lorsque notre phase aqueuse atteint la température 50°C, une quantité de la dispersion
des extraits utilisés, convenable a la dose de la pommade préparée est ajouté a la phase
huileuse, avec une agitation manuelle forte suivi par une homogénéisation jusqu’au

refroidissement de mélange.



Figure 4.1 : Protocole de la préparation de la pommade

Dispersion des principes actifs
dans 1’éthanol absolu

Mélange des excipients
Vaseline +paraffine liquide + tween

80

Bien disperser 1g d’extrait/ml d’éthanol Agiter a 70°C pendant 5 min

v

Refroidir jusqu’a 50°C

L

Incorporation des extraits dans la phase
huileuse

Dispersion | Agitation manuelle

Homogénéisation jusqu’a refroidissement

2. Caractérisations de la pommade

34

Il existe des tests a effectuer pour I’évaluation d’une pommade, les tests recommandés sont

les suivants :

2.1. La stabilité de la pommade.

La stabilité de notre formulation au cour du temps et sous des conditions physique rigoureuse

est déterminée en utilisant une centrifugeuse régler a une vitesse de 3600 tours/ min pendant

10 min.
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2.2. Le pH de la pommade :

L’acidité de la pommade formulée est trés importante a connaitre étant donné que cette
derniére est destinée a étre appliqué sur la peau du corps et sur la peau du visage. Cette acidité

est généralement interprétée par la mesure du pH avec un pH-metre.
2.3.La viscosite :

L’objectif assigné est de caractériser le comportement rhéologique de la pommade qui est en

écoulement variable afin de déterminer le modéle rhéologique auquel elle obéit.

La procédure se résume a faire varier la vitesse de cisaillement (y), En utilisant un rhéomeétre
type plan-plan de marque Anton PaarModulat Compact Rheometer MCR 302 (figure 4.1),
relié a un bain thermostaté et commandeé a un logiciel qui permet de traiter les données. . La
vitesse de cisaillement a été imposée sur une fourchette de 0,001 & 1000 s™* avec une trentaine
de prise d’essai. Le tracé de la variation viscosité en fonction de la contrainte de cisaillement

est représenté sur un rhéo-gramme.

Moteur

Rotor- plan
supérieur

Stator
Plan-Inferieur
Bainthermostaté

Figure 4.1: Rhéomeétre Anton MCR 302.

2.4.L’homogénéité :
Une certaine quantité de pommade est étalée sur une lame puis recouverte d'une lamelle pour

une observation microscopique. Ce test permet d’apprécier I’homogénéité et la distribution
des principes actifs dans la pommade et pour cela nous avons utilisé un microscope optique

avec un grandissement de 10*100 = 1000.



PARTIE RESULTATS
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CHAPITRE 01 : RENDEMENTS D’EXTRACTION ET DOSGE

1. Rendement de I'extraction :

Les extraits prépares des fleurs et tiges de Rétama raetam et les feuilles de Cytissus triflorus
par maceération (EFAc, ET1Ac, ET1Bn, ET2Bn et ECtAc) a différentes caractéristiques

physico-chimiques et rendements qui sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 1.1 : Les caractéristiques des extraits obtenus.

Caractéristique Aspect Couleur Solubilite Ren(il)iment
oudre Marron Eau distillé : totale
EFACc +h prosco ique fonce Ethanol : partielle 26,63
yo P1d Méthanol : partielle

Eau distillé : totale
ET1Ac hygroscopique marron Ethanol : partielle 23.64
Méthanol : partielle
Eau distillé : partielle
ET1Bn hygroscopique marron Ethanol : partielle 15.2
Meéthanol-eau: totale
Eau distillé : partielle
ET2Bn hygroscopique marron Ethanol : partielle 12
Méthanol-eau : totale
Eau distillé : totale
ECtAc hygroscopique | verte foncé Ethanol : totale 14,76
Meéthanol : totale

E: extrait, F: fleurs de rétama, T1: tiges de rétama récolté en 2014 (A), T2: tiges de rétama
récolté en 2017 (B), Ct : feuilles de Cytisus triflorus, Ac: acétate d’éthyle, Bn: n-butanol.

Selon les résultats, on remarque que I’aspect de tous les extraits est hygroscopique
et de couleur marron foncé pour les fleurs et les tiges de Rétama raetam et de couleur verte
foncé pour les feuilles de Cytisus triflorus, ce dernier présente une bonne solubilité dans 1’eau
distillé, 1’éthanol et le méthanol et présente un rendement de 14.76%. Les rendements
d’acétate (EFAc, ET1Ac) des fleurs et tiges sont proches 26.63% et 23.64% respectivement

et présentent les rendements les plus élevés. Les rendements des extraits butanolique (ET1Bn,
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ET2Bn) sont proches de 15.2% et 12% respectivement, ainsi on constate une différence légeére

de 3% en faveur de ET1Bn.

L’extrait des tiges ET1Ac présente un meilleur rendement par rapport a ’ET1Bn et sont

respectivement de 23.64% et 15.2%.

2. Dosage de polyphénols totaux et flavonoides:

Les analyses quantitatives des phénols totaux, des tannins et des flavonoides sont
déterminées a partir des équations de la régression linéaire de chaque courbe d’étalonnage,
exprimées successivement en pg équivalent d’acide gallique et ug équivalent de catéchine ou

quercetine par mg de la matiére seche (Figures1.1, 1.2 et 1.3)

1,4

12 / y = 5,585x + 0,0699
1 R? = 0,9902

0,8

0,6 /

0,4

0,2 /

0

DO a 736 nm

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

concentrations en mg/ml

Figure 1.1 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.

0,03
0,025 5
/ y=0,018x + 0,0168
R?=0,9895
0,02 ’
: —
]
< 0,015
«C
o
e 0,01
0,005
0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Concentrations en pg/ml

Figure 1.2: Courbe d’étalonnage de Quercetine pour Le dosage des flavonoides.
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Figure 1.3: Courbe d’étalonnage de la Catéchine pour le dosage des flavonoides.

Le tableau 1.2 résume les résultats obtenus des teneurs en phénols totaux, tannins et
flavonoides des extraits bruts des plantes.

Tableau 1.2: Teneurs en phénols totaux et flavonoides totaux des deux plantes.

Teneurs en Phénols

Teneurs en Flavonoides totaux

totaux
Les extraits | (M9- EGAG | (mg. EAGAG | (png. EqC (mg. EqC | (ng. EqQ (mg. EQQ
/Img E)* | /100g MV)° | /mg E)° | /100g MV)® | /mgE)® |/100g MV)
EFAC 168,7 4492,481 85,536 2277,824 23,336 621,438
Rétama | ET1AC 346,64 8194,569 35,140 830,709 10,235 241,955
raetam | ET1Bn 304,08 4622,016 31,652 481,110 21,601 328,335
ET2Bn| 309,96 3719,520 73,600 883,200 18,949 227,388
tcr: %fgﬂi ECtACc 687,26 10143,958 221,083 3263,185 34,081 503,035

apg. Eq acide gallique/mg de I'extrait. IOmg. Eq acide gallique/100g de matiere végétale[95]

‘ug. Eq catéchine/ mg de I'extrait. dmg. Eq catéchine / 100g de matiére végétale [96].

®lig. Eq quercetine/ mg de l'extrait. fmg. Eq quercetine/ 100g de matiere végétale [96].

E: extrait, F: fleurs de rétama, T1: tiges de rétama récolté en 2014 (A), T2: tiges de rétama

récolté en 2017 (B), Ct : feuilles de Cytissus triflorus, Ac: acétate d’éthyle, Bn: n-butanol.
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L’extrait des feuilles de Cytissus triflorus possede la teneur la plus riche en phénols
totaux de I’ordre de 687,26 pg. Eq AG /mg de I’extrait et en flavonoides d’ou les teneurs
enregistrées égalent a 221,083 pg. Eq Catechine /mg d’extrait et 34,081 pg. Eq Quercetine par

mg d’extrait.

Pour Rétama raetam les quantités des phénols totaux observées dans les extraits des
tiges sont plus importantes par rapport a celle trouvée dans les fleurs. L’extrait ET1Ac
possede la teneur en polyphénols la plus élevée avec un taux de 346,64 ug équivalent acide
gallique par mg d'extrait, suivis par les extraits butanolique ET2Bn et ET1Bn avec des taux
tres proches, de 309,96 et 304,08 pg équivalent acide gallique par mg d'extrait
respectivement. Alors que la teneur la plus faible est celle des fleurs avec un taux de 168,7 pg

équivalent acide gallique par mg d'extrait.

Par contre, les fleurs possedent les taux en flavonoides les plus élevées avec un taux de

85,536 ng. Eq catéchine/ mg de l'extrait et de 23,336 ug. Eq quercetine/ mg de I'extrait.

Les résultats montrent que les extraits des tiges de la plante (A) ET1Ac et ET1Bn
possedent des teneurs en flavonoides proches, avec 35,140 et de 31,652 ng. Eq quercetine/ mg
de l'extrait respectivement. Tandis que I’extrait des tiges (B) posséde une quantité en
flavonoides plus importante avec 73,600 ng. Eq quercetine/ mg de l'extrait. Pour l'extrait

ET1Ac, contient une faible teneur en flavonoide 10,235 pg .Eq catéchine/mg de 1'extrait

Le taux de polyphénols et de flavonoides dans 100g de matiere végétal est déterminé a
partir de multiplication des résultats obtenue 1 mg de chaque extrait par son rendement,
26,63%, 23.64%, 15.2%, 12 % et 14,76 %; EFAc, ET1Ac, ET1Bn, ET2Bn et ECtAc

respectivement.
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CHAPITRE 2 : EVALUATION D’ACTIVITE ANTIOXYDANTE
ET ANTI BACTERIENNE

I. Evaluation d’activité antioxydante

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits des plantes s a été réalisée par Deux

techniques chimiques (la réduction de fer, le piégeage du radical libre DPPH).

1. Réduction de fer :

Les résultats de 1’activité réductrice des extraits des plantes étudiées sont représentés dans le
tableau suivant (tableau 2.1). Nous constatons que la capacité réductrice est proportionnelle a

I’augmentation de la concentration.

] La ) Absorbance ] La ] Absorbance
Extrait | concentration R Extrait concentration R
a 700 nm a 700 nm
(mg/ml) (mg/ml)
0,333 0,545 0,333 0,668
EFAC 0,667 0,618 ET1Bn 0,667 0,871
0,833 0,637 0,833 0,984
0,500 0,557 0,333 0,641
ET1Ac 0,667 0,586 ET2Bn 0,667 0,866
0,833 0,606 0,833 0,942
0,333 0,654 0,333 0,560
ECtAC 0,500 0,714 Acm_le 0,500 0,578
0,667 0,760 ascorbique 0,667 0,606
0,833 0,886 0,833 0,650

Tableau 2.1 ; Pouvoir réducteur des extraits des plantes étudiées par réduction de fer.

E: extrait, F: fleurs de rétama, T1: tiges de rétama récolté en 2014 (A), T2: tiges de rétama
récolté en 2017 (B), Ct : feuilles de Cytisus triflorus, Ac: acétate d’éthyle, Bn: n-butanol.

Le pouvoir réducteur de les fractions d’acétate d’éthyle des fleurs et tiges s’élévent de

0.545 et 0.557 la concentration 0.33 mg/ ml a 0.637 et 0.606 a la concentration 0.833 mg/ml
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respectivement. Nous avons constaté que c’est la fraction acétate d’éthyle des feuilles de
Cytissus triflorus qui s’éléve de 0.654 a 0.886 d’ou elle présente une meilleur activité par

rapport aux fractions d’acétates de la rétama.

On remarque que Les fractions butanoliques des tiges ET1Bn et ET2Bn présentent des
absorbances proches de 0,668 et 0,641 a 0.33 mg/ml, 0.871 et 0.866 a 0.66 mg/ml, et 0.984 et
0.942 a 0.83 mg/ml respectivement.

1.2. Détermination des concentrations 1C50

Nous avons déterminé la concentration IC50 pour comparer I’activité réductrice des extraits,

les résultats sont résumés dans le tableau 2.2.

Tableau 2.2 ; les valeurs des IC50 des extraits étudiés.

Extrait IC50 (mg/ml) R?
EFACc 0,082 0,98
ET1Ac 0,102 0,99
Retama
raetam ET1Bn 0,068 0,99
ET2Bn 0,095 0,99
C_ytisus ECtAc 0,022 0,95
triflorus
Controle | acide ascorbique 0,032 0,96
positive

Nous constatons que les IC50 des fractions de Retama se different entre 0.068 et 0.102
mg/ml, tandis que I’extrait de Cytissus triflorus présente IC50 égale a 0.022 mg/ml, avec des

coefficients de détermination proches de 1.

mET1Ac mET2Bn mEFAc ®mET1Bn macide ascorbique m ECtAc

0,102
0,095

IC50 (mg/ml)

Figure 2.1 : comparaison entre les IC50 des extraits
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L’efficacité de réduction de fer est inversement proportionnelle a la valeur IC50, elle est de
I’ordre croissant selon le classement suivant :

ECtAc > A. ascorbique > ET1Bn > EFAc> ET2Bn> ET1Ac.

Ces résultats nous ont permet de conclure que la fraction acétate des feuilles de Ctyisus
triflorus présentent une meilleure activité antioxydante par rapport a 1’acide ascorbique et

tous les autres extraits de Rétama raetam.

1.3 La corrélation entre les teneurs de phénols totaux et flavonoides avec les IC50 :

Dans le but d’établir la relation entre la réduction de fer et les teneurs en phénols totaux et les

flavonoides, les figures ; illustre la variation d’IC50 en fonction des teneurs.

Nous remarquons la présence d’une bonne corrélation entre les teneurs en phénols totaux des
plantes et les concentrations 1C50 de réduction de fer avec un R? = 0.6409 (Figure), ceci

représente 64.09 % de I’activité antioxydante des composés phénoliques.

0,120

0,100

0,080

0,060

IC50 en (mg/ml)

0,040

0,020

0,000
0 200 400 600 800

teneur en phenols totaux (mg/g d'extrait)

Figure 2.2 : Corrélation entre la réduction de fer exprimée en valeurs IC50 des extraits et les

teneurs en phénols totaux.

La corrélation entre les IC50 et les teneurs (flavonoides) se représente avec les teneurs
équivalents catéchine (en bleu) et quercetine (en rouge). Pour le premier groupe, nous
obtenons une bonne corrélation avec R” = 0.734 et Le deuxiéme groupe avec R” = 0.86, ceci
nous permet de déduire que la capacité réductrice est due a la participation de 73.4 % et 86 %

des flavonoides dans I’activité antioxydante.
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Figure 2.3 : Corrélation entre la réduction de fer exprimée en valeurs IC50 des extraits et les
teneurs en flavonoides

2. Le piégeage du radical libre DPPH :

Les résultats de 1’activité antioxydante des extraits des plantes étudiées sont représentés dans

le tableau suivant. Nous constatons que tous les composés ont un pouvoir antioxydant

exprimé en %, qui est proportionnel a I’augmentation de la concentration.

Tableau 2.3 : le pouvoir antioxydant des extraits par DPPH exprimé en (%).

Cytissus

Rétama raetam florus Mélange Con_tr_()le
(50% EFAc- pos'.t('j"e
conce:ﬁfations EFAc [ET1Ac| ET1Bn | ET2Bn ECtAc 50% ECtAC) asc((.f?rcbli c?ue)
mgmpy | @ | @) | | ) | (%) (%) (%)
0,33 27,532 | 1,6 35,6 20 56,962 30,063 89,2
0,5 - - - 21,6 - 22,468 89,2
0,67 44,620 | 7,2 69,2 - 68,987 32,595 90
0,83 - - 86 48,8 - 38,608 90
1 63,924 | 54,8 89,6 66 75,633 - 91,2

E: extrait, F: fleurs de rétama, T1: tiges de rétama récolté en 2014 (A), T2: tiges de rétama

récolté en 2017 (B), Ct : feuilles de Cytissus triflorus, Ac: acétate d’éthyle, Bn: n-butanol.
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Nous remarquons que ’extrait d’acétate des feuilles de Cytisus triflorus présente un meilleur
pouvoir antioxydant avec 56.96%, 68.98% et 75.63% a des concentrations de 0.33, 0.67 et 1
mg/ml respectivement, suivi par la fraction butanolique des tiges de rétame ET1Bn qui
augmente de 35.6% a 0.33 mg/ml jusqu’a 89.6% a 1 mg/ml. D’autre cote la deuxieme fraction
ET2Bn présente un pouvoir faible par rapport au ET1Ac, avec un pouvoir de 35.6% a 0.33
mg/ml et 66% a 1 mg/ml. La fraction d’acétate
des tiges ET1Ac présente 1’activité la plus faible, avec des valeurs de 1.6%, 7.2% et 58% a
0.33, 0.67 et 1 mg/ml.

L’activité antioxydante de fraction d’acétate des fleurs de rétame s’¢leve de 27.53% a

0.33 mg/ml jusqu’a 63.92% a 1mg/ml.

On a étudié¢ le pouvoir antioxydant de Mélange d’EFAc et ECtAc avec des fractions massique
de 50%-50% respectivement, qui varie entre 22.46% et 38.6%, et ceci nous a présente

une activité inferieur par rapport aux résultats des extraits seuls.

2.1. La concentration efficace EC50 :

Pour le but de comparer I’activité antioxydante des extraits étudiés, on a déterminé ses
concentrations EC50, et I’efficacité anti-radicalaire EA, qui est inversement proportionnelle a

la valeur EC50, les résultats sont exprimés dans le tableau ;

Tableau 2.4 : Détermination des concentrations EC50, et 1’efficacité anti-radicalaire.

I'extrait | EC50 (mg/ml) R? a /EéSO)
EFAC 0,513 0,99 1,95
ET1Ac 1,000 0,99 1,00
ET1Bn 0,470 0,96 2,13
ET2Bn 0,818 0,95 1,22
ECtAC 0,050 0,98 19,80
asc%crlt?iZue 0,062 i 15,87

*Les valeurs de I’activité antioxydante de I’acide ascorbique (tableau 2.3), ne nous permet pas
de déterminer la EC50 dans ces conditions, car les valeurs sont trés loin de 50%, donc an a
pris une EC50=0.062 mg/ml qui était mentionnée dans ces travaux [103,104]
A partir des resultats de tableau 2.4 et de la figure 2.4, I’activité antioxydante des extraits

étudiés est de I’ordre croissant selon le classement suivant :

ECtAc > A. ascorbique > ET1Bn > EFAc> ET2Bn> ET1Ac.
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mET1Ac mET2Bn mEFAc mET1Bn macide ascorbique mECtAC

1,000

EC50 (mg/ml)

Figure 2.4 : comparaison entre les EC50 (mg/ml) des extraits étudiés.

2.2.La corrélation entre les teneurs de phénols totaux et flavonoides avec les EC50 :

Dans le but d’établir la relation entre le piégeage de radicale libre DPPH- et les teneurs en

phénols totaux et les flavonoides, les figures (2.5, 2.6 et 2.7) ; illustre la variation d’IC50 en

fonction des teneurs.
1,200
@ Tous les extraits (retame +
1,000 [ | cytisus)
2 _
- R*=0,4303 M les extraits de retame
E 0,800
%
£ 0,600
2 [ |
S 0,400
0,200 R2=0,3721
0,000 *
0 200 400 600 800

Teneurs en phenols totaux (mg/g d'extrait)

Figure 2.5 : Corrélation entre le piégeage de radical libre DPPH exprimée en

valeurs EC50 des extraits et les teneurs en phénols totaux.

La figure 2.5 nous montre une faible corrélation entre les valeurs des EC50 des tous les
extraits étudiés et les teneurs en phénols totaux avec un R?= 0.3721, tandis que les extraits de
Rétame présente un R°=0.4303, ceci représente 37.21% et 43.03% de Dactivité antioxydante
des composés phénoliques respectivement. En revanche,
La figure 2.6 nous montre une trés bonne corrélation entre les EC50 et les teneurs en
flavonoides équivalent en quercetine et en catéchine avec des valeurs de R?=0.9418 et 0.6359
respectivement. Ceci représente la participation de 94.18 % et 63.59% des flavonoides dans

’activité antioxydante par piégeage de radical libre DPPH-.



46

1,200
R? =0,9418

1,000 * @ Catechine
E 0,800 L 4 W Quercetine
>
E 0,600
2 S
Ll 0,400 R?=0,6359

0,200

0,000

0 50 100 150 200 250
Teneur en flavonoides ( mg/g d'extrait)

Figure 2.6 : Corrélation entre le piégeage de radical libre DPPH exprimeée en valeurs EC50
des extraits et les teneurs en flavonoides.

3. Lacorrélation entre les deux méthodes :

Une corrélation entre les concentrations EC50 obtenus a partir de test de DPPH et les
concentrations CI150 obtenus a partir de test de réduction de fer, pour le but de montrer que les
deux techniques sont complémentaire, ou les composés antioxydants qui sont présents dans
les extraits étudiés sont capables de réduire le radical libre de DPPH, sont capables aussi de
réduire les ions ferrique. Nous observons, sur la figure 2.7, une forte corrélation entre les
EC50 et les IC50 des extraits étudiés, avec une corrélation de R?=0.9245, d’ou on conclure

que 92.45% des composé€s antioxydants participe dans 1’activité antioxydante.
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IC50 (mg/ml)
L 4
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Figure 2.7: Corrélation entre les valeurs des 1C50 (mg/ml) et EC50 (mg/ml)
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2. Evaluation I'activité antibactérienne et antifongique des extraits méthanoliques des
plantes [Retama reatam et cytisus triflorus] :

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antibactérien et antifongique des extraits aqueux
des plantes [Retama reatam et cytisus triflorus] par la méthode de diffusion des disques sur
un milieu gélose solide (Muller Hinton et Sabouraud.).

L’activité antibactérienne et antifongique de nos produits est estimée en matiere de
diametre de la zone d'inhibition autour des disques contenant les produits méthanoliques a
tester vis-a-vis de cinq germes pathogénes d'origine hospitaliere (Escherichia coli,
Staphylocaccus aureus, Bacillus sp. Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae) et une
levure (Candida albicans) et deux champignons phytopathogenes (Aspergillus fumigatus,
Aspergillus brasiliensis), aprés 24 heures d'incubation a une température adéquate de 37°c
pour les bactéries et 120 heures d'incubation a une température adéquate de 28°c pour les

champignons.

Essai de I’extrait méthanolique de Retama Reatam et cytisus triflorus

Figure 2.8 : photo montrant 1’effet de I’extrait aqueux de Ratama raetam et Cytisus triflorus
sur les champignons (Candida albicans, Aspergillus fumigatus- Aspergillus brasiliensis)

(D= diametre d’inhibition obtenue par la méthode de diffusion sur gélose).
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Figure2.9 : photo montrant I’effet de 1’extrait aqueux de Ratama raetam et Cytisus triflorus
sur les bactéries (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Bacillus
sp.Staphylococcus aureus)

(D= diamétre d’inhibition obtenue par la méthode de diffusion sur gélose).
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Les resultats des différents tests antibactériens et antifongiques sont regroupes dans les

tableaux et les figures.

Tableau 2.5 : Zones d'inhibition (mm) (moyennezeécart type) de la croissance des souches

bactériennes et les champignons.

Con Bactéries Champignons
mgml TRl | Ecoli | KB | Pscudo | Staph | Candid | AF AB
5 920 90 910 90 920 90 910 9-0
25 | 920 90 920 920 920 9=0 920 9=0
EFAc 155 [ 12.66= | 10.66= | 920 | 1020 | 1033= | 920 | 12.66= | 15.66=
057 | 057 0.57 0.57 0.57
225 | 13.66= | 12.66= | 1220 | 11=0 | 1033= | 9=0 | 12.66= | 9=0
057 | 057 0.57 0.57
3 920 90 ) 920 920 9=0 920 9=0
25 | 920 90 910 90 920 9-0 910 9-0
ETIBn 55 [ 1220 | 9x0 | 1033 | 10.66= | 13.66= | 90 90 | 1033=
0.57 0.57 0.57 0.57
225 | 9=0 | 10.66= | 10.33= | 10.66= | 14=0 | ©0=0 | 11.66= | 11=0
057 | 057 0.57 0.57
3 920 90 9:0 90 n 9=0 950 9=0
25 | 920 90 910 90 920 90 910 90
ET2Bn 155 [1133= | 9+0 | 1033 | 1133= | 9=0 9:0 90 | 10.66=
0.57 0.57 0.57 0.57
225 | 9=0 | 10.66= | 11=0 | 11.66= | 11.33= | 9=0 9=0 | 14=0
0,57 0.57 0.57
5 n 90 920 90 920 9=0 920 9=0
25 | 920 90 9+0 90 0=0 90 910 90
ECtac | 125 | 920 |1066= | 920 | 10.66= | 100 | 1520 | 920 9=0
0,57 0.57
225 | 16.66= | 11.66= | 1320 | 11=0 | 1033= | 9=0 | 12.66= | 10.33=
057 | 057 0.57 0.57 0.57
12.66= | 15.66= | 1220 | 12.16= | 11.83=
GM 057 | 157 0.57 0.57
FK 1320 | 9=0 | 10.73=
0.57
EDS 9:0 | 90 | 910 | 9:0 | 9:0 9+0 910 [y

Con : concentration, Bacil : Bacillus sp,E.coli : Escherichia coli, KB : Klebsiella pneumoniae,

Candid : Candida albican AF : Aspergillus fumigatus, AB : Aspergillus brasiliensis,

Pseudo : Pseudomonas aeruginosa, Staph : Staphylococcus aureus,

GM : Gentamicine, FK : Fluccoconazol.

E : extrait, F : fleurs de rétama, T1 : tiges de rétama récolté en 2014 (A), T2 : tiges de rétama

récolté en 2017 (B), Ct : feuilles de Cytissus triflorus, Ac : acétate d’éthyle, Bn : n-butanol.
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Figure 2.10 : Variation du diamétre des zones d’inhibition de la croissance de souches vis-a-

vis des produits testés a différents concentration
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D’apres les tableaux 2.5 et la figure2.10, Il y a une grande hétérogénéité dans les
résultats obtenus des extraits (ET1Bn, ET2Bn), on remarque une résistance bactérienne de la
souche Bacillus sp (9£0mm) aux concentrations (5mg/ml-25mg/ml-225mg/ml) et une
sensibilité a la concentration 125mg/ml (12£0mm pour ET1Bn- 11.33+0.57 mm pour
ET2Bn).

De méme les extraits EFAc et EFtAc ne possedent pas une sensibilité (9£0mm) contre

la souche testée aux concentrations (5 - 25mg/ml pour EFAc et 5-25-125mg/ml pour ECtAC).

Donc la Bacillus sp est sensible beaucoup plus au extrait ECtAc (16.66+0.57mm a une
concentration de 225mg/ml) qui présente la meilleur activité ensuite 1’extrait EFAc

(13.66£0.57mm a la concentration de 225mg/ml).

Les résultats des tableaux 2.5 et la figure 2.8 fait apparaitre que les extraits (ET1Bn,
ET2Bn) ont presque une méme activité contre E.coli (absence de sensibilit¢ 9+0mm aux
concentrations 5-25-125mg/ml et une légére sensibilité 10.66+0.57 [ET1Bn] - 10+£0.57mm
[ET2Bn] a la concentration 225mg/ml).

De méme les extraits EFAc, ECtAc n’ont pas une sensibilit¢ (9+0mm) aux
concentrations 5-25mg/ml, par contre les concentrations 125-225mg/ml marque une
sensibilité moyen contre la souche E.coli (10.66+0.57-12.66+0.57mm pour EFAc et
11.66+0.57-11.66+1.52mm pour ECtAC).

On conclut que I’extrait EFAc posséde la meilleure activité contre la souche E.coli.

Les résultats des tableaux 2.5 et la figure 2.8 semble étre les méme pour les extraits
ET1Bn, ET2Bn d’ou on remarque une non sensibilité aux concentrations 5-25mg/ml et une
sensibilité aux concentrations 125-225 mg/ml (10.33£0.57mm pour ET1Bn et ET2Bn-
10.33+0.57pour ET1Bn, 11+0 pour ET2Bn).

Les deux extraits restants EFAc, ECtAc présentent une sensibilité contre la souche
testée a la concentration de 225mg/ml (12£0mm pour EFAc- 13+0mm pour ECtAc), et pour
les concentrations restantes (5-25-125mg/ml) n’ont pas marqués une sensibilité contre la

bactérie.

A partir de ces résultats 1’extrait ECtAc possede la meilleure activité contre une

concentration de 225mg/ml.
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D’aprés les résultats des tableaux2.5 et la figures2.8 tous les extraits (EFAc, ET1Bn,
ET2Bn, EAtAC) possedent une activité contre la souche Pseudomonas aeroginosa que aux
concentrations 125 et 225 mg/ml (10£0 - 11+Omm pour EFAc, 10.66+0.57pour ET1Bn,
10,33+0,57- 11,66+0,57mm pour ET2Bn, 10.66+0.57- 11+0 pour EAtAC).

L’extrait ayant la plus grande activité ¢’est ET2Bn a la concentration de 225mg/ml.

D’apres les résultats des tableaux2.5 et la figures2.8 la souche Staphylococcus aureus
semble plus résistante aux extraits EFAc (5-25mg/ml), ET1Bn (5-25mg/ml), ET2Bn (5-25-
125mg/ml) et ECtAc (-mg/ml) mais sensible aux méme extraits pour les deux concentrations
restantes (10,33+0,57 mm« EFAC », 13,66+0,57-14+0mm « ET1Bn»,
11,33+0,57mm « ET2Bn », 10+0-10,33+0,57mm « ECtAC »).

Le pouvoir antibactérien plus prononcé sur la souche testée est celle de I’extrait

ET1Bn (14+0mm pour une concentration de 225mg/ml).

Les tableaux 2.5 et la figure2.8 montrent que la levure Candidas albicans est plus
résistante aux extraits (EFAc, ET1Bn, ET2Bn, ECtAc) aux différentes concentrations (5-25-
125-225 mg/ml). Sauf I’extrait ECtAc marque une sensibilité contre la levure testée (15£0mm

a une concentration 125mg/ml).

D’aprés les tableaux 2.5- et la figure 281’activité antifongique est marquée que pour
les extraits EFAc aux concentrations (125mg/ml et 225mg/ml avec une méme zone
d’inhibition de 12.66+0.57mm), ET1Bn et ECtAc a la méme concentration de 225mg/ml avec
des zone différentes (11.66+£0.57mm — 12.66+0.57mm).

D’aprés les tableaux 2.5 et la figure 2.8 le champignon AB semble plus sensible aux
extraits EFAc a la concentration 125mg/ml contre une zone de 15.66+0.57mm juste et ET2Bn
a la concentration de 225mg/ml contre une zone de 14+1.

Pour les extraits ET1Bn (125-225mg/ml), ET2Bn (125mg/ml) et ACtAc (225mg/ml)
marquent une légere sensibilité (10,33+0,57mm - 11+0mm - 10,66+0,57mm -
10,33+0,57mm).

Donc on constate que extrait EFAc a la concentration 125mg/ml contre une zone de

15.66+0.57mm possede la grande activité antifongique.
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L’activité antibactérienne des extraits des plantes Retama raetam et Cytisus triflorus
couvrent un large spectre contre différentes bactéries de gram positif (Bacillus sp,
Staphylococcus aureus) et Gram négatif (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae) due a la présence des flavonoides en raison de leur richesse en
groupes phénoliques, qui sont capables de se fixer sur certaines protéines et enzymes

modifiant ainsi les équilibres enzymatiques.

En comparant les résultats obtenus a partir de Retama et Cytisus avec celle de la
gentamycine (antibiotique —contrdle positif) on se trouve que ECtAc possede la meilleure
activité contre la Bacillus (16.66mm) et klbsiella (13mm) par rapport au gentamycine
(12,66mm — 12mm), de méme ET1Bn possede une grand sensibilité contre la souche

Staphylococcus (14mm) par rapport au gentamycine (11.83mm).

De méme les deux plantes possedent une activité antifongique contre une levure
(Candida albicans) el les champignons (Aspergillus fumigatus et Aspergillus brasiliensis).

La Cytisus semble avoir une grande zone d’inhibition (15mm) par rapport a celle de
I’antifongique flucocconazol (contrdle positif 13mm) contre la levure testée, et EFAc marque
une grande activité antifongique (15,66mm) par rapport a cet antifongique (10,73mm) contre

le champignon Aspergillus brasiliensis.

D’ou on peut constater que la Cytisus possede une bonne activité microbienne par

rapport au Retama ce qui signifie la richesse de la plante aux flavonoides.
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CHAPTRE 03 : FORMULATION D’UNE POMMADE A BASE DES EXTRAITS

Nous avons propos¢ une formule d’une pommade antibactérienne et cicatrisante, la
méthode qu’on a suivi dans la préparation est simple et rapide, elle est suivi par une série de
contréles afin de choisir une formulation évaluée comme stable selon les normes. Les

résultats des expériences sont comme suite :

1. la préparation d’une pommade antibactérienne et cicatrisante a base des extraits

gtudies
Le but de notre travail est de disperser nos extraits afin d’obtenir une préparation
homogeéne de 20g. Pour la premiére manipulation, on effectuer une série d’essai bi-variable,
avec des doses d’extraits différentes de 1% ,2% ,5%, et des proportions de d’agent mouillant
variable de 0.2% et 0.4%. Les résultats de la manipulation sont résumeés dans le tableau

suivant :

Tableau 3.1 : les proportions et résultats de la premiere manipulation.

Extrait Extrait Phase Tween Masse
Pommade Cytisus Rétama huileuse 80 totale  Aspect  Stabilitt  pH

% % % % (9)
1% 0,50 0,50 98,80 0,20 19,982 Homogéne Stable 4,22
3% 1,50 1,50 96,60 0,40 20,004 Homogéne Instable 4,51
5% 2,50 2,50 94,60 0,40 20,004 Homogeéne Instable 4.4

Nous constatons d’apres les résultats affichés dans le tableau 4.1, parmi les trois essais
celle de 1% est la seule préparation qui est stable, avec une proportion de tween 80 de 0.20%,
mais le pH=4.22 est hors les normes, ce dernier doit étre entre 5.5 et 6.5. Donc, nous avons
décidé de faire une deuxieme manipulation pour obtenir une pommade stable avec un pH

convenable aux normes.
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Dans la deuxieéme manipulation, on a essayé d’¢lever le pH de la pommade par ajouter

quelques gouttes de solution de NaOH saturé comme suite :

- la dispersion de Rétama : son pH est de 4.21, apres 1’ajout de 3 gouttes de solution
saturé de NaOH, son pH est devenu pH=5.48

- la dispersion de Cytissus : son pH est de 3.54, aprés 1’ajout de 1 goutte de solution
saturé de NaOH, son pH est devenu pH=4.16

Pour les proportions de I’agent mouillant, la proportion de 0.2% a présenté un état stable pour

une dose de 1%, donc on a proposé de multiplier cette proportion avec la dose pour les

préparations de 2 et 3%.

Tableau 3.2 : les proportions et résultats de la deuxieme manipulation.
Pommade Extrait Extrait Phase Tween  Masse Aspect Stabilité pH

% Cytisus Rétama  huileuse 80 totale
% % % % (9)
1%-A 0,50 0,50 98,60 0,40 20,00 Homogéne Stable 4,94
1%-B 0,50 0,50 98 1 20.00  Homogene Stable 5,65
2% 1,0 1,0 98,50 0,50 20,00 Homogéne Instable 5,36
3% 1,50 1,50 96,60 0,60 20,00 Homogene Instable -

Selon les résultats de tableau 4.2, les préparations de 2 et 3% sont instable malgré

I’augmentation de la quantité d’agent mouillant.

Deux préparations ont présentés un état de stabilité et les deux de méme dose 1% nommés A
et B, avec des proportions d’émulsifiant de 0.4% et 1% respectivement, mais leurs pH sont de

4.94 et 5.65 respectivement d’ou le pH de la pommade B est dans les normes entre 5.5 et 6.5.

En jugeant ces résultats, on a conclu que la pommade la plus stable est de dose 1% nommé B,

avec des proportions de phase huileuse et d’agent mouillant de 98 et 1% respectivement.

On a effectué un dernier essai afin de confirmer nos résultats, mais la préparation est de
quantité de 100g, les résultats de cet essai ont montré des résultats identiques a celle de la

pommade choisi, et sont résumé dans le tableau 4.3.



56

Tableau 3.3 : les proportions et résultats de la préparation de 100g.

Pommade Extrait Extrait Phase Tween Masse  Aspect  Stabilité pH

% Cytisus Rétama huileuse 80 totale
% % % % (@)
1%-C 0,50 0,50 98 1 100 Homogene  Stable 5.65

1.2. La stabilité de pommades préparées dans le temps :

Nous avons suivi les pommades préparés qui ont un aspect homogéne dans le temps pour
évaluer le temps nécessaire de séparation de phase. Aprés deux mois tous les pommades
d’une dose de 1% restent stables et homogene, pour les autres doses seulement celle de 2%
reste homogene et stable apres deux mois, les restes ont présenté une séparation de phases
d’ou on voie a I’eeil nue des gouttelettes vertes sphériques apparentent sur la surface de la
préparation a partir de troisieme et quatrieme jours pour les préparations de la premiére

manipulation, et a partir d’une semaine pour les préparations de la deuxieme manipulation.

Figure 3.1 : la pommade 1% aprés 2 mois  Figure 3.2 : la pommade 2% apres 2 mois

Figure 3.3 : la pommade 3% apres 2mois Figure 3.4 : la pommade 5% aprés 2 mois
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1.3. Controle de I'nomogénéité par microscopie optique

D’aprées les images microscopique de la pommade élaborée présentée sur les figures 3.5 et
3.6, on voie bien que contrairement a I’ceil nue d’ou la préparation a I’apparence homogene,
on voie clairement le mélange est hétérogéne sous forme d’émulsion, nos principes actifs sont
sous forme sphériques coloré en orange de taille trés fine, et nous constatons la présence des

bulles d’air.

Figures 3.5 et 3.6 : images microscopique de la pommade 1%

1.4. Détermination de la viscosité et étude de I’écoulement par rhéologie :

Afin d’étudier le comportement rhéologique de notre pommade, nous avons réalisé le test
d’écoulement a I’aide d’un rhéometre. Le trace de la variation viscosité en fonction de la

contrainte de cisaillement est représenté sur le rhéogramme sur les figures suivantes :

1,0E+05

1,0E+04

1,0E+03

1,0E+02

1,0E+01

Viscosité Pas,s

1,0E+00

1,0E-01
1,0E-03 1,0E-02 1,0E-01 1,0E+00 1,0E+01 1,0E+02 1,0E+03

Vitesse de cisaillement 1/s

Figure 3.7 : Rhéogramme des courbes d’écoulements des pommades préparés
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Nous constatons d’aprés le rehéogramme de la figure, que les trois pommades
présentent le méme comportement. D’abord a faible vitesse de cisaillement 10”s-1 on observe
une diminution de la viscosité a partir de 93100 Pa.s pour la pommade A et de 28600 et 22300
Pa.s pour les pommades B et C respectivement. L’écart entre les viscosités apparentes au
début peut étre di a la quantité d’agent mouillant, lorsque la quantité est €levée, la viscosité

diminue. On remarque qu’a 0.1 s™, la courbe A devient en superposition avec B et C.

Cette chute de la viscosité des courbes d’écoulement a 1’échelle double logarithmique
exprime un comportement non newtonien de type rhéofluidifiant de pommades préparées,
d’ou on observe que la viscosité apparente diminue avec 1’augmentation de la vitesse de
cisaillement. Donc on conclut que plus la préparation est sollicité, moins elle résiste a

I’écoulement.

Les pommades B et C sont identiques, d’ou on remarque que tous les points des
courbes B et C sont presque en superposition, c’est a dire que les deux pommades ont le

méme comportement de déformation lors de I’étalement.

Le modeéle rhéologique qu’on a adopté est le modele d’Ostwald ;
Son loi en puissanceest 7 =K.y "
Avec  n:exposant, inférieur a 1 pour le comportement rheofluidifiant.
K : indice de consistance.
Les valeurs de la viscosité ont été prisent en fonction du coefficient de corrélation du modele
(R? tend vers 1) sont regroupés sur le tableau 3.4.

Tableau 3.4 : Résultats de la viscosité et des coefficients de corrélation des pommades
Obtenus par le rhéométre.

Essais k n Coefficient de corrélation (R2)
1% A 172,91 -0,859 0.9937
1% B 139.1 -0.781 0.9971
1% C 122.78 -0.773 0.9966

D’aprés le tableau 3.4, nous constatons que les coefficients de corrélations sont proche a 1,
dans ce cas c’est le modele d’Ostwald qui se rapproche le plus du comportement de notre
pommade, et que les indices de consistance sont proches, particulierement les pommades B et
C, et que les exposants (n) des trois pommades sont inférieurs a 1, et ceci confirme le

comportement rhéofluidifiant de nos pommades.



PARTIE DISCUSSION
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1. Rendements et teneurs des composés phénoliques

Les rendements d’extraction des extraits sont variable, d’ou ils sont plus élevés dans les
fleurs et les tiges de Rétama raetam d’acétate avec des rendements de 26,63 et 23.64%
respectivement, par rapport aux extraits butanolique ET1Bn et ET2Bn avec des taux de 15.2
et 12% respectivement, nous constatons que les extraits d’acétate sont presque deux fois plus
grand que les extraits butanolique. Ces rendements sont supérieurs a les résultats cités par
Hadj moussa 2012 [105] qui a travaillé sur retama raetam récolté de region de Ghardaia, d’ou
les extrait des tiges d’acétate présente 12.8%, et butanoliques de 0.68% et 2.18%. Ceci nous
confirme que le rendement d'extraction dépend de la méthode d'extraction, et aussi des
caractéristiques physicochimiques des solvants utilisés, notamment leur polarité, il s'ensuit

que la solubilité des substances contenus dans la matiére vegétale dépend de ces propriétes.

On a effectué le dosage des polyphénols et flavonoides totaux dans nos extraits. Les
quantités en phénols totaux des extraits de rétama varient entre 168.7 et 346.64 pug. EQAG /mg
E. nos résultats sont nettement supérieurs a celles de Benaissa et al, 2016 [106] qui ont
présentés des taux en phenols des extraits d’acétate et de n-butanol des tiges de retama
sphaerocarpa recolté de région de kabyle sont de 73.9+0.3 et 111.7 + 0.1 ug. EQAG /mgE, et
en flavonoides de 16.5 +0.8 et15.3 + 0.6 ug Eq quercetine/ mg E respectivement, tandis que
nos extrait des tiges ET1Ac, ET1Bn et ET2Bn présentent des taux en phenols de 346,64,
304,08 et 309,96 pg. EQAG /mg E et en flavonoides de10.235, 21.601 et 18.9496 ug Eq
quercetine/ mg E respectivement. Ces résultats sont aussi plus élevés de celles de hadj moussa
2012 qui varient entre 187 et 272.46 pg. EQAG /mg E.

Nous remarquons que les deux plantes de Rétama raetam dont 1’une était conservée
pendant 3 ans et ’autre fraiche, présentent des taux de rendements d’extraction et des taux en
composés phénoliques et en flavonoides proches. Ceci nous confirme qu’un bon séchage et
conservation est important a propos de garder les composer phénoliques, et que ses propriétés

sont conservés méme apres deux ans.

aitkaci et al, 2015 [107] a révélé que I’extrait hydro-ethanolique des feuilles de Cytisus
triflorus récolté de région de Azazga contient 204 + 4,24 ng. EQAG /mg E et 52,13 ng Eq
quercetine/ mg E, qui sont inférieurs a nos teneurs d’extrait ECtAc avec 687,26 ng. EQAG
/mg E et avec 221,083 ug Eq catéchine/mg de I'extrait et 34,081 ug Eq quercetine/ mg de

I'extrait, ce qui indique une richesse en composes phénolique, et en flavonoides.
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Ces variations entre les resultats sont probablement liees aux plusieurs facteurs, a des
facteurs climatiques et environnementaux : la zone géographique, sécheresse, sol, agressions
[108]les périodes de récolte [109], La méthode d’extraction et la méthode de quantification
peuvent également influencer 1’estimation de la teneur des phénols totaux [110]. Ceci est
confirmé par I'étude de [52].Chehma, (2006) qui révele que I'extrait aqueux des feuilles de
Rétama raetam récolte dans la région de Ouargla sur quatre périodes saisonniéres différentes:
Eté, Automne, Hiver et le printemps présent des taux variables de polyphénols de I'ordre 4.85
%, 3.555 %, 3.925 %, 4.455 % respectivement. Selon l'auteur, cette différence entre les
résultats, peut étre liée aux variations de facteurs climatiques, édaphiques et au stade du

développement physiologique de plant [52].

2. L’évaluation de D’activité antioxydante

Nous avons évalué I’activité antioxydante de nos extraits des deux plantes Retama raetam
et Cytissus triflorus par deux méthodes, par réduction de fer et par piégeage de radical libre
DPPHe. Jusqu’a présent, il n’y a pas une méthode simple et universelle par laquelle I’activité
antioxydante est évaluée qualitativement et quantitativement [111]. Nos résultats ont montrés
une activité antioxydante forte, sur tout de 1’extrait d’acetate des feuilles de Cytissus triflorus,
d’ou on a marqué une IC50 et EC50 de 0,022 et 0,050 mg/ml, meilleur que 1’acide
ascorbique de 0,032 et 0.063 mg/ml, ceci est confirmé par AitKaci et al 2015, qui a montré
que I’extrait hydroethanolique des feuilles de cytisus triflorus donne une EC50= 19,17 pg/ml.

Les extraits de rétama ont révélé un pouvoir antioxidant considérable exprimé en IC50
entre 0,068 et 0,102 mg/ml d’ou I’extrait ET1Bn a marqué la meilleur concentration
inhibitrice. Le test de piégeage de radical libre DPPHe a confirmé les résultats précédentes,
d’ou l’extrait ET1Bn présente EC50= 0,470 mg/ml, la meilleur concentration efficace parmi
les extraits de la rétame.

Autre auteurs ont étudiés et apprécier ’activité anti-radicalaire forte de la rétame par
piégeage de radical libre DPPHe, ceci et confirmé par les résultats cités par[106] Benaissa et
al, 2016 d’ou il a montré I’activité anti-radicalaire est élevé des fractions des tiges de rétama
sphaerocarpa d’acétate et de n—butanol avec 76% et 82%, respectivement a 0.1 mg/ml, par
contre [112] Djeddi et al 2013 a réveélé une faible activité anti-radicalaire des extraits aqueux
des tiges, racines, fruit et fleurs avec 14.06 + 0.40%, 04.20 + 1.40%, 04.26 + 1.35 % et
11.96+0.49% a 1000 mg/L respectivement, ces résultats sont liées aux taux faibles en phénols

totaux qui sont de 25.19, 11.11, 11.11 et 51.68 mg GAE/g d’extrait respectivement.
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Nous constatons que nos résultats d’activité antioxydante sont fortement liés a la richesse
de nos extrait en polyphénols totaux et en flavonoides avec les deux méthodes, ceci est
confirmé par les coefficients de corrélation, d’ou on a marqué une bonne corrélation entre les
taux polyphénols totaux avec les IC50 de 64,09% et avec les EC50 de 43.03 et 37.21 %, ces
résultats confirment les études qui ont révélés 1’existence d’une corrélation positive entre les
taux en phénols et I’activité antioxidante [113, 114, 115]. L’activité antioxydante est due a
I’effet inductif des trois groupes hydroxyles de I’acide gallique [73]. Cependant autres
auteurs ont indiqués que ce n’est pas nécessairement la forte teneur en polyphénols exhibe
une activité antioxydante puissante[116], et que I’activité antioxydante dépend non seulement
de la concentration mais aussi de la structure de ces molécules.

Le fractionnement des composés phénoliques révele la présence d’une bonne corrélation
entre les teneurs en flavonoides de 86% et 73.4% avec les IC50 et de 94.18 % et 63.59% avec
les EC50, cette corrélation positive était montrée par 1’étude de Belmokhtar et al 2014 sur les
extraits de Rétama monosperma, avec une corrélation de 79% entre les EC50 et les taux en
flavonoides. Ceci confirme que les flavonoides possédent des propriétés antioxydantes
puissantes. Le nombre et/ ou la position des groupes hydroxyle sur les noyaux de ces
molécules, les substitutions sur les cycles B et A avec la présence de la double liaison C2-C3
en conjugaison avec la fonction 4-oxo sur le cycle C renforcent 1’activité antioxydante des
flavonoides [117].

Figure 1 : Principaux éléments de l'activité antioxydante des flavonoides [117].

Une corrélation positive entre les concentrations EC50 et IC50 présentés par les deux
techniques utilisées avec R2=0,9245, cette linéarité est di a la présence des antioxydants, qui
sont les flavonoides et polyphénols, qui sont capables de participer dans 1’activité  anti-
radicalaire par les deux méthodes.[118] Benhammou et al 2009, ont évalués I’activité
antioxydante des extraits aqueux et methanoliqgue de Marrubium deserti et Thymelaea
microphylla par les deux méthodes, les résultats révelent une forte corrélation entre les IC50
et les EC50 de R? = 0.713 et 0.934 respectivement.



62

3. L’évaluation de ’activité antibacterienne

Concernant ’activité antibactériennes et antifongiques des extraits des plantes étudiés
Rétama raetam et Cytisus triflorus, nous avons marqué que tous les extrait possedent une
activité moyenne, et ceci est confirmes par les résultats obtenu par la méthode de diffusion sur
milieu gélosé. Nous conclurons que 1’extrait de cytisus triflorus posséde une activité meilleur
par rapport aux extrait de la rétame et de contréle positive.

Cette étude nous a permis de réaliser 1’extraction par macération des fleurs et tiges de
Retama raetam et les fleurs de Cytisus triflorus et évaluer ’activité antibactérienne et
antifongique de ces extraits sur la croissance in vitro des souches bactériennes multi-

résistantes et les champignons.

Le test de sensibilit¢ des souches a permis de montrer la présence d’une activité
antibactérienne et antifongique. Ainsi, les souches Staphylococcus aureus, Bacillus sp,
Klebsiella pneumoniae, la levure Candida albicans et les champignons ont été plus sensible
avec des diamétres d’inhibition allant de 10 jusqu’a 16mm aux concentrations125 et 225
mg/ml. Cependant, les souches Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ont été moins

sensible.

Nos observations concordent avec les résultats obtenus sur 1’activité antibactérienne
(Bacillus spi, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) et antifongique (Candida albicans)
des extraits de plante Retama raetam (EDZIRI et al 2012) mais reste inferieur par rapport a
leurs résultats de méme supérieur a celle de[106] (BENAISSA et al 2016).

On constate également que la plus part des zones d’inhibitions (Bacillus sp pour
I’extrait de Cytisus et Retama, Klebsiella pneumoniae pour D’extrait de Cytisus et
Staphylococcus aureus pour I’extrait de Retama) étaient supérieures a celles de l'antibiotique
qui ont montré des zones d’inhibition larges par rapport a celles obtenues en testant les

extraits aqueux de Retama raetam et Cytisus triflorus.

Divers parameétres contribuent a expliquer cette différence d’efficacité entre les

I’antibiotique et les extraits :

- La concentration (peut étre exagérées dans les disques).

- Ledegré de pureté.

- Latoxicité elle-méme.

Les extraits des plantes ont été examinés également pour I’activité antifongique contre

Candida albicans, AB et AF. Les résultats ont prouvé que les extraits ont modérément réduit



63

la croissance de ces champignons, ces résultats sont presque les méme par rapports a ceux
obtenus dans une autre étude (EDZIRI et al 2012)[119]

L’activité antibactérienne des substances actives d’origine végétale dépend surtout de la
nature des bactéries Gram+ ou Gram — et aussi de la méthode d’extraction réalisée (BasliA.,
2012). Cowan (1999) explique que la toxicité des extraits envers les microorganismes est di
aux différentes classes de poly phénols essentiellement les tanins et les flavonoides. Cette
toxicité est en fonction du site et du nombre de groupements hydroxyles présents sur le
composé phénolique. En outre, il est évident que I’augmentation de 1’hydroxylation conduit a
une augmentation de la toxicité.

L’effet antimicrobien de ces phénols peut étre expliqué par D’inhibition de la
croissance bactérienne suite a leur adsorption sur les membranes cellulaires, 1’interaction avec
les enzymes et les effecteurs ou la privation en substrats et ions métalliques (Dhaouadi et al,
2010).

L’efficacit¢ optimale d’un extrait peut ne pas étre due a un constituant actif

majoritaire, mais plutét a I’action combinée (synergie) de différents composés (Essawi et
Srour, 2000).
Le mécanisme des effets antimicrobiens des polyphénols est sans doute trés complexe. Parmi
les hypothéses avancées, I’inhibition de la synthése d'acide nucléique, 1’altération des
fonctions de la membrane cytoplasmique, séquestration de substrats nécessaires a la
croissance microbienne et 1’inhibition du métabolisme énergétique microbien (Jungkind,
1995 ; Harrar A.2012).

Il a été rapporté que I’activité antimicrobienne chez d’autres plantes est di a la
présence d’anthraquinones (Comini et al, 2011 ; Doughari et al, 2012).

Par ailleurs, la paroi des bactéries Gram+ est riche en protéines tandis que chez les
souches Gram-, elle est surtout assemblée en lipopolysaccharides (LPS), la membrane
extérieure de ces dernieres constitue une barriere de perméabilité efficace. Le LPS, gréace a ses
charges négatives de surface, empéche la diffusion des molécules hydrophobes, et les
protéines excluent le passage des molécules hydrophiles de poids moléculaire élevé. Alors
que les bactéries Gram+ sont moins protégées contre les agents antibactériens, le
peptidoglycane n’entrave que la diffusion des molécules supérieures a plus de 50 000 D

(Hogan D, KolterR.,2002)



CONCLUSION GENERALE
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CONCLUSION

Dans la premiere partie, la quantification par des méthodes spectrophotométriques nous a
permis de déterminer les teneurs en phénols totaux par le réactif du Folin-Ciocalteu et en
flavonoides par le trichlorure d’aluminium. Les résultats obtenus nous ont révélé des
rendements d’extraction considérable et une richesse des plantes en composé phénoliques,
dont les extraits de Rétama raetam et de Cytisus triflorus ont marqués des taux élevés en
polyphénols et en flavonoides, on a enregistré des teneurs voisins en polyphénols concernant
les extrait butanolique des deux plantes étudiés, la premiére séché et conservé pendant trois
ans et la deuxiéme plante récemment récolté, les valeurs sont 304,08 et 309,96 pg. EQAG /mg
d’extrait. Les résultats obtenus dans la premiére partie nous améne a avancer les conclusions
suivantes :

v’ Les fractions d’acétate d’éthyle ont marqué les meilleurs rendements d’extraction, sa
polarité a permet de solubiliser les substances contenus dans la matiere vegétale, en
particulier les polyphénols, car la teneur de la fraction d’acétate des tiges est plus élevé
par rapport a la fraction de butanol.

v La rétame fraiche et la rétame conservé ont marqué des taux en polyphénols voisin,
donc les polyphénols sont capable a étre conservés. . Ceci nous confirme qu’un bon
séchage et conservation est important a propos de garder les composes phénoliques, et
que ses propriétés sont conserves méme apres trois ans.

v' La plante fraiche a marqué un meilleur teneur en flavonoides, plus précisément la
catéchine, et des teneurs voisins en quercétine.

v Le cytise a trois fleurs est énormément riche en polyphénols et en flavonoides par
rapport a la Rétame.

Dans la deuxiéme partie, nous sommes intéressés par 1’étude des propriétés antioxydantes
des extraits brutes de ces plantes par deux techniques complémentaires, réduction de fer de
piégeage de radical libre DPPHe, Les résultats obtenus dans la deuxiéme partie nous amene a
avancer les conclusions suivantes :

v' La fraction d’acétate de cytisus triflorus a enregistré un meilleur resultat en

comparaison avec tous les extraits et le contréle positif, un pouvoir réducteur fort

avec IC50= 0,022 mg/ml et une forte activité anti-radicalaire avec EC=0,032 mg/ml.
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v Les extraits de Rétama raetam ont une bonne activité antioxydante, avec des 1C50
entre 0.068 et 0.1 mg/ml, et avec EC50 entre 0.470 et 1 mg/ml.

v’ La rétame fraiche et la rétame conservé ont marqué un pouvoir réducteur proche avec
IC50 = 0,068 et 0,095 respectivement,

v' les flavonoides possedent des propriétés antioxydantes puissantes, et ceci est confirmé
par les résultats des corrélations des IC50 et de EC50 avec les teneurs en flavonoides
(R?=0.86 et 0.734) et (R?=0.9418 et 0.6359) respectivement.

v La corrélation obtenue entre les concentrations 1C50, EC50 est positive R*= 0,9245
avec la contribution de plus de 92.45% des antioxydants de la plante qui sont des

polyphénols et des flavonoides.

Concernant 1’activité antibactérienne et antifongique des extraits des plantes etudiés
Retama raetam et Cytisus triflorus, nous avons marqué que tous les extrait possédent une
activité moyenne, et ceci est confirmés par les résultats obtenus par la méthode de diffusion
sur milieu gélosé. Nous conclurons que I’extrait de cytisus triflorus posséde une activité
meilleur par rapport aux extraits de la Rétame et de contréle positive.

Les extraits ont été incorporés dans une préparation en tant que principes actifs pour
formuler une pommade thérapeutique antibactérienne et cicatrisante. Une optimisation des
paramétres de formulation ont été effectué nous a mené a obtenir une formulation stable avec

une dose de 1%.
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