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Résumé :

Notre étude a éte réalisée sur les feuilles de Cistus monspeliensis L. Cette plante
appartient a la famille des cistacées, elle est trés commune en régions méditerranéennes.

Deux extraits ont été realisés sur les feuilles de notre plante, le premier c’est un extrait
methanolique qui est obtenu a partir d’une macération dans le méthanol. Le rendement était
21.4%. Mais le deuxiéme c’est un extrait aqueux qui est obtenu a partir d’une infusion
pendant 30min.

Les résultats de test phytochimique réalisés ont permis de mettre en évidence la
présence de plusieurs métabolites secondaires, parmi lesquels les leuco-anthocyanes, les
tannins, les tannins galliques, quinones combiné, saponosides, coummarines, flavonoides et
les composés réducteurs.

Les teneurs des polyphénols totaux, des flavonoides et des tannins hydrolysables de
I’extrait methanolique est de 3.616 mg equivalent I’acide gallique/g de matiére fraiche, 0.2084
mg équivalent la quercitine /g de matiére fraiche et 0.6728 mg équivalent I’acide tannique/g
de matiere fraiche respectivement.

Les résultats du test de I’activité anti-inflammatoire sur les souris albinos ont révélé
que P’extrait aqueux des feuilles de Cistus monspeliensis L. a dose 2 g/kg présente un
pourcentage de diminution de I’cedeme de 48.03%.

L’extrait aqueux et I’extrait méthanolique des feuilles de Cistus monspeliensis L. sont
dotés d’un pouvoir antimicrobien contre certaines souches testées tel que Staphylococcus
aureus, Saccharomyces cerevisiae et Candida albicans, par contre Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa résistent aux deux extraits et Bacillus subtilus présente seulement

une résistance vis-a-vis de I’extrait aqueux.

Mots clés: Cistus monspeliensis, polyphenols, activité anti-inflammatoire, activité

antimicrobienne.



ABSTRACT

Our study was performed on the leaves of Cistus monspeliensis L. This plant belongs
to the family Cistaceae, it is very common in the Mediterranean region.

Both results were achieved on the leaves of our plant, the first is a methanolic extract
obtained from maceration. The yield was 21.4%. But the second is an aqueous extract which
is from an infusion for 30 minutes.

Phytochemical test results achieved helped to highlight the presence of several
secondary metabolites, including the buffy anthocyanins, tannins, gallic tannins, quinones
handset, saponins, coummarines, flavonoids and reducing compounds.

The contents of total polyphenols, flavonoids and hydrolysable tannins of methanolic
extract is 3.616 mg equivalent gallic acid/g of fresh material, 0.2084 mg equivalent quercetin
/g of fresh matriel and 0.6728 mg equivalent tannic acid/g of fresh matriel respectively.

The test results of the anti-inflammatory activity on albino mice revealed that the
aqueous extract of the leaves of Cistus monspeliensis L. dose 2 g / kg has an average percent
decrease of the edema.

The aqueous extract and the methanol extract of the leaves of Cistus monspeliensis L.
are provided with a antimicrobial potency against some test strains such as Staphylococcus
aureus, Saccharomyces cerevisiae and Candida albicans where as Escherichia coli and
Pseudomonas aeruginosa resist to the two extracts and Bacillus subtilus represent only one

vis-a-vis the resistance of the aqueous extract.

Keywords: Cistus monspeliensis, polyphenols, anti-inflammatory, antimicrobial activity.
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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d'années, I'nomme utilise les plantes trouvées dans la nature, pour
traiter et soigner des maladies (Sanago, 2006). En effet, I’origine de nos médicaments actuels
se confond avec I’origine de la connaissance des « plantes-médicaments », ¢’est-a-dire avec
I’origine de la phytothérapie. Cette derniére est basée, encore actuellement, sur la
connaissance empirique, ancestrale, sur I’'usage traditionnel, transmis oralement au cours des
siecles et des millénaire. Peu a peu, le nombre des plantes utilisées s’est accru et leur mode
d’emploi a été constamment perfectionné, grace aux progres réalisé par I’expérience et

I’intelligence humaine (Girre, 2006).

Certainement les propriétés médicinales des plantes sont dues a des produits
chimiques (Small et Catling, 2000). Ces substances naturelles issues des vegétaux ont des
intéréts multiples mis & profit dans I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en
dermopharmacie. Parmi ces composés, on retrouve dans une grande mesure les métabolites
secondaires qui se sont surtout illustrés en thérapeutique (Bahorun, 1997). Ces derniers sont
par la suite accumulés dans différents organes et parfois dans des cellules spécialisées de la

plante.

A ce sujet, de nombreuses études ont mis en évidence la présence des métabolites
secondaires doués d'activités biologiques telles que les polyphénols, qui sont largement
utilisés en thérapeutique comme vasculoprotecteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs
enzymatiques, antioxydants et antiradicaires, en particulier les flavonoides et les pro
anthocyanidines (Bahorun, 1997).

Dotée d’un couvert végétal riche et hétérogene, I'Algérie recele une flore diversifiée
en plantes médicinales dont le genre Cistus qui est frequemment utilisé en médecine

traditionnelle.

En effet, toutes les especes de genre de Cistus, notamment en Espagne, en lItalie, en
Grece et en Turquie, sont utilisées dans la médecine traditionnelle. Ceci, comme traitement
pour lutter contre les diarrhées et les ulceres peptiques et méme comme remeédes généraux

pour plusieurs maladies (Attaguile et al., 2004).
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Par ailleurs, le genre Cistus englobe de nombreuses espéces dont le Cistus monspeliensis.L

qui fait I’objet de la présente étude.

Plusieurs études ont confirmé I’efficacité de Ciste de Montpellier par contre en Algérie cette

plante est délaissée. Pour cela nous avons choisi cette espéce.

Donc, quelles sont les métabolites secondaires qui se trouvent dans les feuilles de Cistus
monspeliensis? Les feuilles de notre plante médicinale, possédent-elles des propriétés
thérapeutiques?

Pour reéussir a répondre a notre problématique, nous avons tracé les objectifs suivants :

% Etude microscopique pour I’identification de la plante.

¢+ Une extraction methanolique par la macération des feuilles de la plante étudiée et une

extraction par I’infusion.

+«+ Une étude phytochimique qui consiste a un screening chimique de I’extrait aqueux de

la plante étudiée.

+«+ Un dosage des plyphénols totaux, flavonoides et tanins hydrolysables.

%+ Une étude biologique permettant d’évaluer quelques activités biologiques telles que

I’effet antimicrobien, anti-inflammatoire avec un test de toxicité de la plante.
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I.1. Généralité sur la plante:
1.1.1. Présentation générale:

Les Cistacées sont des arbrisseaux aromatiques, sous-arbrisseaux ou plantes
herbacées qui poussent souvent dans les régions aérées ensoleillées et sur des sols sablonneux
ou calcaires (Quezel et santa, 1963).

Les cistacées forment une famille qui comprend environ 180 espéces des régions
tempérées et chaudes bien représentées en particulier sur le pourtour méditerranéen, reparties
en 8 genres (Botineau, 2010).

Le genre de ciste ou bien « Cistus » est un genre qui renferme une vingtaine
d’especes dont les principaux caractéeres sont: de pousser généralement en masse, d’exiger une
exposition ensoleillée (d’ou leur prédilection pour les régions méditerranéennes) et de
renfermer des essences aromatiques et des substances résineuses qui les rendent tres
combustibles. Autre particularité : leurs fleurs ressemblent a celles des rosiers sauvages
(rosier des champs, rosier pimprenelle, églantier...). En Algérie on compte environ une
douzaine d’especes et quelques hybrides bien déterminés (Baba Aéssa, 2011).

Parmi les especes de Cistus il y a «le Ciste de Montpellier » (Couplan, 2012)
qu’est un arbuste d’origine du Sud de I'Europe et d'Afrique du Nord, (Anonyme, 2007).

1.1.2.Classification:
Selon Guignard et Dupont (2007), et I’APG 111 la position systématique du Ciste

de Montpellier est comme suit :
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Tableau I : Classification scientifique de Cistus monspeliensis L.

Rang Nom scientifique
Cladus Plantae
Cladus Plasmodesmophytes
Cladus Embryophytes
Cladus Stomatophytes
Cladus Hemitracheophytes
Cladus Tracheophytes
Cladus Euphyllophytes
Cladus Spermatophytes
Cladus Angiospermes
Cladus Dicotyledones Vraies
Cladus Dicotyledones Vraies Superieures
Cladus Rosidees
Cladus Malvidees
Ordre Malvales
Famille Cistaceae
Genre Cistus
Espece Cistus monspeliensis

1.1.3.Etymologie :

«Ciste» est I’appellation francaise de Cistus, qui désignait des arbrisseaux en latin
il est noté (également Cisthos) et en grec (kisthos ou kistos). Tout ces noms proviens du grec
kisté, qui évoque la forme des leurs fruits (Couplan ,2012).

Le terme Monspeliensis ne signifie pas que cette espéce est originaire de
Montpellier mais qu’elle a été tout d’abord identifiée par des botanistes de I’ancienne
université de cette ville de la France (Beniston. NT et WS, 1984).

I.1.4.Caractéristiques morphologiques :
Arbuste persistance, compact, jusqu’a 1.5 m de haut, fortement aromatique,
glanduleux et poisseux dans ses parties supérieures (Bértels, 1998), tres ramifier a écorce

brune erougeatre (Bayer et al., 2001).
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Figure 1 : La plante de Cistus monspeliensis L. (Originale 2017).

a. Feuille :

Les feuilles opposées, sessiles, étroitement lancéolées, de 4-8 cm de long, vert fonce,
ridées et Iégerement poisseuses dessus. Plus claire et couvertes de poils étoilés dessous, a
marge un peu enroulée (Lippert et Podlech, 2010).

Figure 2: Les feuilles de Cistus monspeliensis L. (Originale 2017).
Fleurs :

Les fleurs sont blanches, jusqu’a 3 cm de diamétre, par 2-8 en inflorescences
terminales, en grappes, enroulées jeunes, sans bractées, 5 sepales, a veines rouges, les
extérieurs un peu plus grands, pétales délicats, Iégerement échancres. Nombreuses étamines
jaunes, ovaire supere a style court et stigmate globuleux a 5 lobes (Bayer et al., 2001).
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Figure 3: Les fleurs de Cistus monspeliensis L. (Originale 2017).

b. Fruits:

Les fruits de Ciste de Montpellier sont des capsules déhiscentes a 5 valves contenant
de nombreuses graines (Quezel et Santa, 1963).

c. Tige:

La tige est sous forme d’un rameau cylindrique de couleur marron (Anonyme, 2007).

1.1.5. Noms vernaculaires :
En arabe : oum aliya et en berbere : Touzzelt, Tamechtibt (Damerdji et Mebarek,
2014).
En France : Ciste de Montpellier ou fleur d’un jour (Damardji et Mebarek, 2014),
En anglais : Narrow-leaved Cistus, en Italie Cisto di Montpellie et en Espagnol :

Estepa negra (Anonyme, 2007).

1.1.6. Répartition geographique et écologie de la plante :

Cet arbuste est caractéristique de la région méditerranéen occidentale de I'Europe et
de I'Afrique jusqu'a la Gréce (Anonyme, 2007). Il est tres commun dans les foréts francaises
ou I’on trouve en Provence, Languedoc-Roussilon et Corse (Rameau, 2008). En Algérie, le
ciste est réparti partout sur le tell et le littoral, dans les foréts, broussailles, coteaux secs,
terrains siliceux, rocailleux et calcaires (Beniston, 1984).

Le ciste est une plante pérenne qui adaptées a des climats variables, tres sensible
au froid, et pousse au soleil principalement sur des sols calcaires et siliceux, avec des pH
varient entre 3,6 et 6,2 (in Henaoui, 2013).
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1.1.7.Compositions chimiques de la plante :

Des études photochimiques qui effectuées sur les feuilles de Cistus montrent la
présence des tanins, des terpenes, des polyphénols et principalement les flavonoides comme les
aglycones, glycosides, pro-anthocyanidins et hydroflavonols (Demetzos et al., 1989; Vogt and
Gulz, 1991; Danne et al., 1993; Demetzos et al., 1999).

Selon Ben Jemia, 2008, I’extrait d’hexane des feuilles de Cistus monspeliensis
L. est riche en hydrocarbures, composes carbonyliques, hydrocarbures de monoterpéne,
hydrocarbures de sesquiterpene, monoterpenes oxygénes, sesquiterpenes oxygenes,

diterpenes et des acides gras et d’autres comme la vitamine E.

1.1.8.Utilisations et propriétés biologiques de Cistus L.:

Les espéces de genre de Cistus sont des plantes trés inflammables gréace a la
présence des résines. Elles sont cultivées comme des plantes ornementales (Ferrandis et al.,
1999 ; Rameau, 2008).

Les feuilles des toutes les especes de Cistus sécrétent les huiles essentielles et les
résines (Boumama et al., 2006). La résine appelée ladanum est utilisée pour fixer le parfum
dans les savons (Clément, 2007)

Toute les especes de Cistus sont freqguemment beaucoup employées dans en
médecine traditionnelle pour leurs propriétés antimicrobiennes, antitumurale, antivirale et
anti-inflammatoire (in Boumama et al., 2006). Ils sont utilisées en Italie, en Grece, en
Espagne et en Turquie comme traitement de la diarrhée et des ulcéres peptiques ainsi pour des
remedes généraux pour plusieurs maladies de la peau et entant qu’agent antispasmodiques
(Attaguile et al., 2004).

Selon (Attaguile et al., 2004) les extraits de Cistus modulent I’augmentation et la
variabilité des leucocytes ainsi la sécrétion des cytokine.

Les fleurs de Cistus monspeliensis, en décoction, sont utilisées contre les douleurs
d’estomac et le décocté de la plante entiere est utilisé, en cataplasme, pour traiter les blessures
ainsi la décoction des branches est employée contre I’asthme (EI Ouafi, 1997) et les graines

s'emploient comme apéritif (Bammi et Douira, 2002).
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1.2.Les métabolites secondaires de la plante :
1.2.1. Les polyphénols

1.2.1.1.Présentation générale des polyphénols :

Les composés phénoliques sont des molécules du métabolisme secondaire
spécifiques du regne végétal. Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de
substances aux structures variées qu’il est difficile de definir simplement (Bruneton, 1999).

Plusieurs milliers de composés phénoliques ont été caractérisés jusqu’a aujourd’hui
chez les végétaux. Ils ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles
benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles (Macheix et al., 2006).

La structure des composés phénoliques naturels varie depuis les molécules simples
(acides phénoliques simples) vers les molécules les plus hautement polymérisées (tanins
condensés). Avec plus de 8000 structures phénoliques identifiées (Urquiaga et Leighton,
2000).

Les polyphénols sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les
feuilles de tous les végétaux. Les principales sources alimentaires sont les fruits et légumes,
les boissons (vin rouge, thé, café, jus de fruits), les céréales, les graines oléagineuses et les
Iégumes secs. Les fruits et Iégumes contribuent environ pour moitié a notre apport en
polyphénols, les boissons telles que jus de fruits et surtout café, thé ou vin apportant le reste
(Middleton et al., 2000).

Les principales classes de composants phénoliques sont: les acides phenoliques

(Acide hydroxybenzoique, acide hydroxycinnamique,), les flavonoides qui
comprennent a lui seul plusieurs milliers de molécules regroupées en plus de dix classes, les

tanins et les lignines (Sarni et Charnyier, 2006)

1.2.1.2. la biosynthese des polyphénols :

L’origine biosynthétique des composés phénoliques des végétaux est proche, tous
dérivant de la I’acide shikimique. Cette voie shikimate conduit a la formation des oses aux
acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) puis par désamination de ces derniers,
aux acides cinnamiques et a leurs trés nombreux dérivés : acide benzoiques, acétophénones,

lignanes et lignines, coumarines (Bruneton, 1993).
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1.1.2.1.3. Les principales classes des polyphenols :

Les poly phénols forment un tres vaste ensemble de substances chimiques, ils

peuvent étre classifiés selon le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbones

(Tableau 1). Ces molécules sont généralement trouvés conjuguées aux sucres et les acides

organiques.

Tableau I1: Principales classes de composés phénoliques.

Squelette Classe Exemple Origine
carboné (exemples)

Cs Phénols Catéchol Nombreuses
simples especes

Cs-Cy Acides p- Epices, fraise
hydroxybenzoiques hydroxybenzoiques

Cs-C3 Acides Acides Pomme de
hydroxycinnamiques | cafique scopolétine | terre, pomme, citrus
Coumarines

Cs-Cy Naphtoquinon Juglone Noix
es

C6-C,-Cs Stilbénes resvératrol Vigne

Ce- C3-Cs Flavonoides Quercétine,cy Fruits,
isoflvonoides anidine Daidz€ine Iégumes, fleurs soja,

pois
(Ce-C3)2 Lignanes pinorésinol Pin
(Cs-C3) n Lignines Bois, fruits a
noyau
(Ce- C3- Cp) Tanins Raisin, kaki
n condensés

(Macheix et al., 2006 ; Sarni et Charnier, 2006).
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1.2.1.4. Le role et I’intérét des composes phenoliques :
X Chez les vegétaux :

Les composés phénoliques peuvent intervenir dans certains aspects de la
physiologie de la plante (lignification, régulation de la croissance, interactions moléculaires
avec certains microorganismes symbiotiques ou parasites...), dans les interactions des plantes
avec leur environnement biologique et physique (relations avec les bactéries, les
champignons, les insectes, résistance aux UV); soit directement dans la nature soit lors de la
conservation apres récolte de certains vegétaux; dans les criteres de qualité (couleur,
astringence, amertume, qualités nutritionnelles...) qui orientent les choix de I'hnomme dans sa
consommation des organes végétaux (fruits, légumes, tubercules...) et des produits qui en
dérivent par la transformation; dans les variations de certaines caractéristiques des végétaux
lors des traitements technologiques (préparation des jus de fruits, des boissons fermentées...)
pendant lesquels apparaissent frequemment des brunissements enzymatiques qui modifient la
qualité du produit fini (Macheix et al., 2005).

X Chez les humains :

Le role des composeés phénoliques est largement montré dans la protection contre
certaines maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et de
leurs propriétés antioxydantes (Macheix et al., 2005), et leurs activités veinotoniques,
antitumorales, anti-radicalaires, analgésiques, antiallergiques, antispasmodiques,
hépatoprotectrices, estrogeniques et/ ou anti-estrogeniques (Muanda, 2010), anti-

inflammatoires, antibactériennes, antifongiques, et antiseptiques urinaires (Bruneton, 1993).

1.2.2. Les flavonoides :
1.2.2.1.. Présentation générale :

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement
répandus dans le regne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux
(Guinard, 1996). Ils sont presque toujours hydrosolubles, ils sont responsables de la
coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Bruneton, 1993).

IIs sont trés présents dans les feuilles, les graines, I’écorce et les fleurs de plante,
abondants dans les Iégumes feuilles et présents dans les aliments d’origine végétale (Iégumes,
céréales, légumineuse, fruits, etc.) et les boissons (vin, thé, cidre biere, cacao, etc.). cette

10
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présence est en grande partie influencée par des facteurs génétiques et des conditions
environnementales (Lugasi et al., 2003).
1.2.2.2. Structure chimique et Classification :

Les flavonoides ont de structure général en C15 (C6-C3-C6), il comprend a lui seul
plusieurs milliers de molécules regroupées en plus de dix classes dont certaines ont une tres
grande importance biologique et technologique comme les anthocyanes, pigments rouges ou
bleus des fleurs et des fruits, les flavonols (par exemple le kaempférol et la quarcétine dont la
répartition est trés large) et les flavanes qui sont a I’origine des tanins condensés (Sarni, et
chaynier, 2006).

Figure 4: Structure Générale des flavonoides (sarni-Manchado et sheynier, 2006).
Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont les plus
importantes sont: flavones, flavanones, isoflavones, flavanols, flavonols, isoflavonoles,

aurones, chalcones, anthocyanidines (Machiex et al., 2005).

11
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Figure 5: Structures des squelettes de base des flavonoides (Sarni-Manchado et
sheynier, 2006).

1.2.2.3. Localisation et distribution :
Les flavonoides sont treés répandus chez les vegétaux supeérieures et surtout sous

forme d’hétéroside (Vercauteren, 2012), qui sont des flavonoides hydrosolubles,
s’accumulent dans les vacuoles et, selon les espéces, se concentrent dans I’épiderme des

feuilles ou se répartissent entre I’épiderme et le mésophile (mais ces deux tissus peuvent

12
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s’accumuler spécifiqguement des structures différentes, comme cella a été démontré chez
certains céréales).Dans le cas des fleurs, elles sont concentrées dans les cellules épidermiques.
(Bruneton, 2009).

Ainsi les anthocyanes et les pigments de type flavonols sont généralement presents
dans les couches cellulaires externes des organes végetaux, en particuliers les épidermes des

fruits et des feuilles (Sarni-Manchado et chaynier, 2006).

1.2.2.4.Propriétés biologiques :

Les flavonoides ont une utilisation traditionnelle dans les symptomes de
I’insuffisance veino-lymphatique (jambes lourdes, varices, hémorroides, ...) et de fragilité
capillaire (purpuras, diabétiques, hypertendus) (Vercauteren, 2012), dont la principale
propriété initialement reconnue aux flavonoides est d'étre "veino-actifs”, c'est-a-dire capables
de diminuer la perméabilité des capillaires sanguins et de renforcer leur résistance (Bruneton,
1999).

Ainsi gu’ils sont souvent anti-inflammatoire (ce qui compatible avec ce qui connu de
leurs interactions dans les métabolismes de I’acide arachidonique), ils peuvent étre
antiallergiques, hépato-protecteurs, antispasmodiques, hypocholestérolémiants, diurétiques,
antibactériens, antiviraux et antioxydants (Bruneton, 1993).

La quercétine est un flavonoide qui a des effets bénéfiques sur la santé humain,
incluant une protection cardiovasculaire, une activité anticancéreuse, des effets antiulcéreux,
ainsi qu’une activiteé antiallergiques, antivirales et anti-inflammatoire (inhibiteur de formation

de médiateurs de I’inflammation) (Anonyme, 2016).

1.2.3. Les tanins :
1.2.3.1. Présentation générale:

Utilisés depuis I’ Antiquité par I’homme pour le traitement des peaux d’animaux, les
tanins ont une importance économique et écologique considérables et sont responsables de
I’astringence de nombreux fruits et légumes et de leurs produits dérives.

En premiere approximation, on peut considerer que les tanins sont des formes
phenoligues condensés capables de se lier aux protéines en solution et de les précipiter. Aussi
les premiéres estimations quantitatives des tanins ont-elles utilisé leur capacité d’interaction

avec des protéines modeéles : gélatine, albumines, hémoglobine... (Macheix, 2005)

13
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1.2.3.2.Types des tanins et leurs structures :

Selon la structure, on a deux types de tannins : les tannins hydrolysables et les
tannins condensés (pro anthocyanidines) :

a. Les tannins hydrolysables :
Les tanins hydrolysables sont abondants chez les cotylédonés et certains arbres en

sont des sources industriels : tanins de chéne, chataignier... (Macheix, 2005)

Ce sont des esters d’acides phénoliques (acide gallique ou ellagique) associeés a
un polyol (habituellement le glucose). lls sont divises en ellagitannins et gallotannins.

Les gallotannins libérent par hydrolyses acide, hydrolyse basique, a I’eau chaude

ou par action enzymatique de I’acide gallique (Collin et Counet, 2011).

0

COOH HO °
OH
HO OH o
OH L
(A) (B)
Figure 6: Structure chimique des acides gallique (A) et ellagique (B) (Bruneton,
1993).
b. Les tannins condenseés :

Ce sont des proanthocyanidines sont des polymeres flavoniques.ils sont constitués
d’unités de flavane-3ols liée entre elle par des liaisons carbone-carbone le plus souvent 4 » 8
ou 4 = 6 (Bruneton, 1993).

Les tanins condensés sont tres abondantes dans certains organes végétaux
consommés par I’nomme, par exemple de nombreux fruits (pomme, prune, fraise...) ou des
boissons fermentés ou non (thé, vin, cidre...) (Sarni- Manchado et Cheynier, 2006).
1.2.3.3.Utilisation des tanins :

Traditionnellement utilisé dans le traitement symptomatique des troubles digestifs
tels que ballonnement épigastrique, lenteur a la digestion, éructations, flatulence, dans les
troubles de I'éréthisme cardiaque de I'adulte (coeur sain), aussi dans le traitement
symptomatique des états neurotoniques des adultes et des enfants, notamment en cas de
troubles mineurs du sommeil (Vercauteren, 2012).

14
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La plupart des propriétés biologiques des tanins sont liées au pouvoir qu’ils ont de
former des complexes avec les macromolécules, en particulier avec les protéines (enzymes
digestives et autre, protéines fongiques ou virales ...) (Bruneton, 1993).

Avec les chénes et chataigniers, ce sont des sources industrielles de tanins :

revétements, colles, teintures, tanerie (cuir de luxe), ... (Vercauteren, 2012).
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Notre travail a été réalisé durant une période de 04 mois de Février a juin 2016, au

niveau des laboratoires du Centre de Recherche et Développement (C.R.D), SAIDAL d’El-

Harrach a savoir :

1.1
1.1.1.

Laboratoire de chimie analytique pour le screening phytochimique, I’extraction, et le
dosage des polyphénols.
Laboratoire de Toxico-pharmacologie, pour le test de toxicité aigue et I’activité anti-
inflammatoire.
Laboratoire de microbiologie pour I’activité antimicrobienne.
Les coupes histologiques, ont été réalisees au niveau du laboratoire de botanique
médicale de la faculté de médecine d’Alger.
Materiel :
Matériel biologique :
11.1.1.1. Matériel végétal :
Notre étude a éte réalisée sur les feuilles de Cistus monspeliensis L.
> Identification botaniques de la plante :

L’identification du Cistus monspeliensis L. a été faite & I’Ecole Nationale
Supérieure d’Agronomie d’El-Harrach par les professeur Mr Abd Karim et Mr Ben
houhou.

> La récolte

La plante a été récoltée mois de février-mars dans la forét de Bainem, wilaya
d’Alger, I’altitude de cette zone est 300 m (par rapport au niveau de la mer), la récolte
a eté effectuée durant le temps ensoleillé, le type d’échantillonnage était au hasard et la
quantité de la plante entiére récoltée a été 5kg.
> Séchage

La matiere végétale a été séchée a température ambiante, a I’abri de la lumiere
afin d’éviter la photo-oxydation des substances, et dans un endroit bien aéré pour
éviter les moisissures (Guignard, 2000 ; Dellile, 2007).
Le broyage a été réalisé a I’aide d’un moulin a café électrique.

La conservation de la poudre obtenue s’est faite dans les bouteilles en verre

hermétiquement fermées.
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Figure 7: Les feuilles de Cistus monspeliensis L. séchées.

11.1.1.2. Matériel animal :
Pour les besoins de I’expérimentation et afin d’évaluer I’activité anti-inflammatoire

nous avons travaillé sur 38 souris albinos de souche NMRI des deux sexes (Male et femelle)
et de poids variant de 22 a 25¢ (Figure N°5).
Les animaux sont acclimatés aux conditions de I’animalerie suivantes :

= Nourriture : granulé d’origine ONAB.

= Eau de ville est donnée de maniére ad libitum.

=  Température ambiante de 20 & 24°C.

= Taux d’humiditeé relative de 50%.

= Photopériode de 10 heures.

Figure 8 : Souris males et femelles Albinos (Originale, 2015).

11.1.1.3. Microorganismes :
L’étude antimicrobienne a été réalisée au niveau du laboratoire de microbiologie du
CRD-SAIDAL, nous avons utilisés les souches microbiennes de référence citées dans le

tableau ci-dessous :

17



Chapitre 11 Matériel et méthode

Tableau I11 : Caractérisation de souches microbiennes utilisées.

Souches bactériennes Type des bactéries Références

Escherichia coli Gram- ATCC 8739

Pseudomonas aeruginosa Gram- ATCC 9027

Staphylococcus aureus Gram+ ATCC 6538

Bacillus subtilis Gram+ ATCC 6633
Levures

Candida albicans ATCC 10231

Saccaromycose cerevisaie ATCC 97027

11.1.2. Matériel non biologique :

L’appareillage, les réactifs et la verrerie, utilisés sont récapitulés dans I’Annexe 1.

11.2. Méthodes d’étude :

11.2.1. Etude microscopique (histo-anatomique) :

But :

Relever les caractéeres anatomique de la famille et I’espéce elle lui-méme.

Mode opératoire :

Nous avons opté pour la technique de double coloration qui présente les étapes

suivantes effectuez des coupes transversales tres fines a main levée a I’aide d’une lame

de rasoir neuve, les coupes récupérées sont trempées successivement dans :

I’eau de javel pendant 10 a 15 minute, pour vider les cellules.

rincage abondamment sous le robinet.

I’eau pendant 10 minutes, pour éliminer les surplus d’eau de javel

I’acide acétique a 0.1% pendant 1 minute, pour rétablir le PH et assurer la
fixation du colorant sur la paroi.

rincage abondamment sous le robinet.

L’eau pendant 10minute, pour éliminer I’acide acétique.

le vert de méthyle pendant 10 a 20mn (1* colorant), pour la coloration de la
paroi lignifiée et/ou subérifiées.

rincage abondamment sous le robinet.

I’eau pendant 10minute, pour éliminer I’excés de colorant.
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= |e rouge Congo pendant 5 a 10 mn (2°™ colorant), pour la coloration des parois
pectocellulosiques.
= |’eau pour le dernier ringage des coupes.
Les meilleurs coupes sont sélectionnées et mises entre lame et lamelle en ajoutant une

goutte d’eau pour I’observation au microscope photonique.

11.2.2. Extraction des principes actifs
» Préparation de I’extrait aqueux :
L’extrait aqueux de Cistus monspeliensis L. a été obtenu par I’infusion de 5g de
broyat des feuilles dans 40ml d'eau distillée. La solution est laissée infuser pendant 15
minutes, le mélange est d’abord filtré sur une gaze et ensuit sur papier Whatman (n°3).
L’extrait sec est conservé au réfrigerateur.
» Préparation de I’extrait méthanolique :

L’extraction des principes actifs est effectuée par la macération, qui est une opération
consiste a laisser la poudre du matériel végétal en contact prolongé avec un solvant
(méthanol) pour en extraire les principes actifs, est une extraction qui se fait a température
ambiante.

La poudre de plante étudiée s’est mise a macérer pendant 24 heures a température
ambiante, dans un mélange méthanol-eau (80:20 V/V). L’extraction est refaite 3 fois avec
renouvellement du solvant. Les macéras sont réunis et filtrés sur papier filtre.

Le solvant est éliminé du filtrat sous vide a 40°C a I’aide d’un Rotavapor. Le principe
de I’appareil consiste a évaporer le solvant sous vide en utilisant une pompe a vide avec une
vanne de contrdle. Pendant I’évaporation, le ballon est mis en rotation et plongé dans un bain
liquide chauffé. L’appareil est muni d'un réfrigérant avec un ballon-collecteur de condensat.
La rotation du ballon crée une surface d’échange plus grande et renouvelée permettant donc
d’effectuer une évaporation rapide. L’abaissement de la pression permet d’évaporer le solvant
a température réduite (40C°), évitant ainsi la dégradation thermique éventuelle des composés.
C’est une méthode d’évaporation simple, utile, douce et rapide (Penche, 2010). Apres

I’évaporation du solvant, I’extrait sec est solubilisé dans le méthanol.
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» Rendement de I’extrait brut :
Le rendement de I’extrait brut est définit comme étant le rapport entre la masse de
I’extrait sec obtenue et la masse du matériel vegétal traité. Ce rendement est calculé via

I’équation :

[ R % =(Me/Mv)x100 }

R % : Rendement en %.
Me : Masse de I’extrait aprés I’évaporation du solvant.

Mv : Masse de la matiére végeétale utilisée pour I’extraction (Harborne, 1998).

11.2.3. Méthode de screening phytochimique préliminaire :
Ces tests sont effectués sur la poudre et I’infusé. Cette analyse a été effectuée selon les
méthodes préconisées par Bruneton(1999) et Trease et Evans (1987).
» Preéparation de I’extrait aqueux:
20 g de poudre sont introduit dans 100 ml d’eau bouillante, on laisse infuser pendant
30 minutes, apreés filtration, le filtrat est ajusté a 100 ml avec I’eau distillée (Figure N°10).

Figure 10: préparation d’extrait aqueux (Originaire, 2016).

» ldentification des principaux constituants chimiques :
a. ldentification des Anthocyanes
A quelques gouttes d’acide chlorhydrique on ajoute 5 ml d’infusé, la réaction donne
une coloration rouge en présence d’anthocyanes.

b. Identification des leuco anthocyanes
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29 de poudre végeétale dans 20 ml d’un mélange de propanol / Acide chlorhydrique (1-
1; V-V), sont portés au bain marie bouillant pendant quelques minutes, une coloration rouge
se développe en présence des leuco anthocyanes.

c. ldentification des tanins

Quelques gouttes de FeCls a 5 % sont ajoutées a 5 ml d’infusé. La réaction donne une

coloration bleue noire en présence des tanins.
e Tanins condenses (catéchique)

15 ml d’infusé sont additionnés a 7 ml de réactif de STIASNY, la réaction donne une
coloration rouge en présence de tanins catéchiques.

STIASNY : (méthanal-acide chlorhydrique concentre 2 : 1 V/ V).

e Tanins galliques

A 5 ml d’infusé, 2 g d’acétate de sodium et quelques gouttes de FeCls. La reaction
donne une coloration bleu foncés.

d. Identification des quinones
e Quinones libres

2 g de poudre végétale humectés par 2 ml d’acide chlorhydrique 1N, sont mis en
contact pendant 3 heures dans 20 ml de chloroforme, puis filtrer. Le filtrat est agité avec 5 ml
d’ammoniaque Y%, il y a formation d’une coloration rouge en présence des quinones libres.

e Quinones combinés

2 g de poudre végetale additionnés a 15 ml d’acide sulfurique 2N et porter a reflux
pendant 2h. La solution extractive est filtrée puis épuisée par 20 ml de chloroforme. Cette
solution chloroformique est évaporée a sec puis épuisée par I’ammoniaque %2, la réaction
donne une coloration rouge en présence des quinones combinees.

e. ldentification des saponosides :

Mettre dans un tube a essai 5 ml d’HCI a 0.1N, et dans une deuxiéme tube 5 ml de
NaOH a 0.1N, puis rajouter dans chacune d’elles 2 a 3 gouttes d’infusé. La formation de
mousses indigque la présence des saponosides.

f. ldentification des alcaloides :

5 g de poudre végétale sont humectés avec I’ammoniaque ¥z pendant 24h dans 50 mL
d’un mélange éther chloroforme (3-1; V-V). Le filtrat est épuisé par I’acide chlorhydrique
2N.

Des réactions de précipitations sont effectuées sur la solution chlorhydrique. En

présence d’alcaloides, le réactif de Dragendroff donne un précipité.
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Dragendorff :

Solution A : dissoudre 0.85¢g de sous nitrate de bismuth dans un mélange composé de
10ml d’acide acétique glacial et de 40ml d’eau distillée.

Solution B : dissoudre 8g d’iodure de potassium dans 20ml d’eau distillée.

Immediatement avant I’emploi, mélanger 15ml de la solution A et 15ml de la solution
B, puis ajouter 20ml d’acide acétique glacial et compléter & 100ml avec de I’eau distillée.

g. ldentification des sénosides :

On met dans une fiole conique 2,5 g de poudre végétale, puis on rajoute 50 ml d’eau
distillée et 2 ml d’acide chlorhydrique concentré.

Le mélange est chauffé dans un bain-marie pendant 15 minutes, aprés refroidissement
on agite avec 40 ml d’éther. La couche éthérée est séparée, et séchée avec le sulfate de sodium
anhydre, ensuite évaporation a siccité.

Au résidu refroidi, on rajoute 5 ml d’Ammoniaque diluée %, il se développe une
coloration, jaune ou orangé, le chauffage de cette solution au bain marie pendant 2 minutes
donne une coloration violette rouge en présence des sénosides.

h. Identification des coumarines

Préparation de I’extrait : faire bouillir a reflux 2 g de poudre dans 20 ml d’alcool
éthylique pendant 15 minutes puis filtrer.

A 5 ml du filtrat, rajouter 10 gouttes de la solution alcoolique de KOH a 10% et
quelques gouttes d’HCI a 10 %, formation d’un trouble indique la présence des coumarines.

i. ldentification des flavonoides :

A 5 ml d’infusé, on additionne 5 ml d’HCI, un copeau de Mg et 1 ml d’alcool iso-

amylique, la réaction donne une coloration rouge orangé en présence de flavonoides.
e Glycosides :

29 de poudre végétale on rajoute 10ml de H,SO,. La formation d’une coloration rouge

brique ensuit violette indique la présence des glycosides.
j. Amidon :
A 2g de poudre végétale on rajoute quelques gouttes d’lode (12). Une formation d’une
coloration bleue violette est obtenue en présence de I’amidon (Bruneton, 1999).
k. Les composés réducteurs
Nous avons rajouté 1ml d’extrait éthanolique ,2ml de I’eau distillé et 20 gouttes de
ligueur de Fehling puis nous avons chauffé. La présence des composés réducteurs se
caractérise par la formation d’un précipité rouge brique (Trease et Evans, 1987).
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|. Stérol et terpéne :
Macérer 1g de poudre dans 10ml d’éther pendant 24h puis filtrer et évaporer dans un
bain marin.
Repriser la concrete avec 0.5ml d’anhydride acétique, 0.5ml chloroforme et rajouter
3ml d’acide sulfurique concentré. En cas de réaction positive un anneau rouge-brunatre ou
violet se forme a la zone de contact des deux liquides, la couche surnageant prend une

coloration verte ou violette (Trease et Evans, 1987).

11.2.4. Dosage quantitatif par des réactions colorimeétriques :
11.2.4.1. Dosage des polyphénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique de
Folin-Ciocalteu selon la méthode cité par Wong et al., 2006 avec quelques modifications.

» Le principe :

Le réactif de Folin-Ciocateu est mélange d’acide phosphotungstique et
phosphomolybdique (état de valence + 6 du métal) qui peut étre réduit par les phénols en
oxyde de tungsténe de coloration bleue (Amax = 725-760 nm, différents états de valence des
métaux).

Les structures électroniques des produits de réduction ne sont pas bien connues. La
réaction d’oxydation est accélérée en milieu alcalin (dans notre cas, par un ajout de carbonate
de sodium) (Collin et Crouzet, 2011).

» Mode opératoire :

A 300 pl de la solution échantillon (extrait méthanolique), on ajoute 1,5 ml du
réactif Folin- Ciocalteu (1/10) et 1,2 ml de la solution de 7,5 % Na,COs3. Aprés incubation a
24°C pendant 30 min, I’absorbance est lue contre le blanc a 760 nm.

» Expression des résultats :

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de
régression de la gamme d’étalonnage. Cette gamme d’étalonnage est préparée a différentes
concentrations en acide gallique allant de 50pg/ml a 200 pg/ml dans le mélange

(méthanol/eau), (6/4) afin de lui faire subir la méme procédure.

24



Chapitre 11 Matériel et méthode

11.2.4.2. Dosage des flavonoides :

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) cité par Djeridane et al. (2006) et
Boudiaf (2006), est utilisée pour quantifier les flavonoides dans nos extraits avec quelques
modifications.

» Le principe :

Le chlorure d’aluminium (AICI3) forme un complexe tres stable avec les
groupements hydroxydes OH des phénols. Ce complexe jaune absorbe la lumiére visible a
une longueur d’onde 430 nm.

» Mode opératoire :

Un millilitre de la solution échantillon (extrait méthanolique), on ajoute a 1 mi
d’AICI; méthanolique a 2%. Le mélange est vigoureusement agité. Aprés 10 min
d’incubation, I’absorbance du est mesurée a 430 nm.

» Expression des résultats :

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linéaire (y = a X + b). Une gamme d’étalonnage est préparée a différentes concentrations en
quercétine allant de 2,5ug/ml a 40 pg/ml dans le méthanol afin de lui faire subir la méme
procédure.

11.2.4.3. Dosage des tanins hydrolysables :
Nous avons adopté la méthode de Saad (2013), avec une légere modification pour le
dosage des tannins hydrolysables.
» Mode opératoire :

A un millilitre de la solution échantillon (extrait méthanolique), on ajoute 5 ml d’une
solution aqueuse d’iodate de potassium KlO3; a 2,5%. Aprés 10 min d’incubation,
I’absorbance du mélange est déterminée a 550 nm.

» Expression des résultats :

Une gamme d’étalonnage est préparée a différentes concentrations en acide tannique
allant de 500ug/ml a 2000pg/ml dans I’eau distillée afin de lui faire subir la méme procédure.

11.2.5. Activités biologiques :
11.2.5.1. Etude de la toxicité aigle de I’extrait brut aqueux :

» But:
Le but de cette étude est de déterminer la toxicité de notre plante donc de déterminer la

dose létale (DL 50) qui est la dose capable de provoquer la mort de 50% des animaux apres

une administration unique.
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A fin de ne pas sacrifier beaucoup d’animaux dans nombreuses tentatives
préliminaires, nous avons opté pour la notion de « teste limité »: si la dose de 2g/kg ne
provoque pas de mortalité, signifié que le produit n’est pas toxique, donc la détermination de
la dose létale est inutile OCDE (2009).

> Principe :
Selon OCDE (2009), un essai limite peut étre effectué des rongeurs (souris et rats) en

administrant par voie intra gastrique une dose unique de produit tester qui soit au moins égale
2g/kg du poids corporel sur un lot composé de 10 souris et les observé pendant 14 jours afin
de signaler les signes de mortalité.
S’il n y’a aucune mortalité dans les 14 jours, le produits est considéré comme non
toxique ainsi que la détermination de la DL50 est inutile.
» Mode opératoire :
4 1°¢ étape : choix, pesée et préparation des animaux en lots
Pour realiser le test limite nous avons choisis des souris comme animaux
d’expériences, a nombre de 10, préalablement pesée et répartis dans 2 lots de 10 souris
chacun : (Lot témoins et lot essais) les lots sont maintenus dans des cages en polypropyléne.
v’ 2™ gtape : préparation des solutions administrées : I’eau physiologique et I’extrait
agqueux
v’ 3™ &tape : mode d’administration des solutions.
= Mettre les souris jeun de nourriture la veille de test, I’eau n’est pas limitée.
= Le lendemain, pour réaliser I’administration il faut commencer par la contention qui
doit étre ferme, pour éviter toute morsure et maitriser les réactions parfois tres vives de la
souris.
= Prendre la souris par la main la base de la queue et de I’autre saisir la nugue en
formant un pli aussi large que possible en arriere des oreilles entre le pouce et I’index .
Cette manipulation est plus simple effectué si la souris est placee sur une surface non
glissante « exemple un grille ».
= Par voie intra gastrique, I’aide d’une sonde de gavage gque nous avons administré aux
souris les produits a tester (eau physiologique « lot témoin », et extrait aqueux « lot
essai »).
Lot témoin : chaque souris recoit 0.5ml d’eau physiologique.
Lot essai : chaque souris recoit 0.5ml de la dose préparée de | infusé des feuilles de
ciste ; a raison 2g/kg du poids corporel. Priver les souris de nourriture pendant 3 heures apres

I’administration du produit.
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L’observation des souris se fait pendant 14jours afin de signaler les symptémes de
toxicite.

11.25.2. Evaluation de [I’activité anti inflammatoire I’extrait aqueux de Cistus
monspeliensis L. :
> But et principe :

Il consiste a vérifier I’action inhibitrice de I’extrait aqueux de plante sur un cedéme
provoqué par I’injection de carragénine a 1 % sous I’aponévrose plantaire de la patte d’une
souris.

Cette étude permet de comparer la réduction de I’cedéme plantaire apres
administration de doses egale produit de référence et du produit anti-inflammatoire a tester
(Colot, 1972).

» Mode opeératoire :

Les souris sont répartis en 3 lots de 6 souris chacun, a savoir trois lots traités et un lot
témoin. Les souris 3 lots ont été mises a jeun pendant 18 heures avant I’expérimentation.

Le gavage a été réalisé a I’aide d’une sonde gastrique.

+ Gavage de lots traités :
e Lot1.lessourissont gavées avec 0.5ml par souris.
e Lot référence : souris gavées avec 0.5ml de Diclofénac par souris (75mg/kg)
(produit chimique sous forme médicament).
< Lot non traité :

e  Témoin : gavage de 0.5ml d’eau physiologique.

1 heure aprés le gavage du traitement, 0.01 ml de la solution de carragénine a 1% est
injectée sous I’aponévrose plantaire de la patte arriere gauche de chaque souris.

Apres I’injection, mesurée chaque 1h, 3h et 6h I’épaisseur des pattes, I’épaisseur de la
patte est effectuée a I’aide d’un pied a coulisse.

» Calcul :

Le calcul du pourcentage de I’épaisseur de la patte traitée est effectué par rapport a
I’épaisseur de la patte témoin par la formule suivante :

L’importance de I’cedéme a eté appréciée par la détermination du pourcentage

d’augmentation du diametre de la patte (%AUG) de la souris.

0%HAUG= D;—(l)’" « 100
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Ou:

%AUG : pourcentage d’augmentation.

Dt : Diamétre de la patte au temps t.

DO : Diametre initiale de patte.

L activité anti-inflammatoire a été évaluée grace au calcul du pourcentage d’inhibition
de I’;edéme (%INH).

% AUG témoin— % AUG traité
% AUG témoin

% INH =

Ou :
%INH : pourcentage d’inhibition de la patte.
%AUG gmoin - pourcentage d’augmentation de la patte de lot témoin.

%AUG 1.ix - pourcentage d’augmentation de la patte de lot traité.

11.2.5.2. Evaluation de I’activité antimicrobienne :
> Principe :

Le principe consiste a estimer I’inhibition de la croissance des microorganismes
soumis au contact de I’extrait aqueux et méthanolique de notre plante, et ceci par la méthode
de diffusion sur plaque de gélose. Des disques absorbants stériles de 9mm imprégnés
d’extrait méthanolique ou aqueux, sont déposés sur une gelose inoculée de souche. La
diffusion des extraits dans la gélose permet d’inhiber la croissance des germes tout au tour du
disque « zone d’inhibition » représentée par une zone claire, obtenue aprées incubation. La
lecture des résultats se fait par la mesure des diameétres des zones d’inhibition de chacune des
souches. Cette méthode est validée par le laboratoire de microbiologie du CRD-SAIDAL ; et

son principe est tiré du titrage des antibiotiques « pharmacopées Européennes ».
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Figure 11: Principe de la méthode de diffusion par disque (Pibiri, 2006).

Solutions et milieux de culture : Eau physiologique stérile, milieu gélose nutritive, milieu

gélose Sabouraud, milieu gélose Muller-Hinton.

» Mode opératoire :

Nous faisons fondre des deux milieux de culture Muller-Hinton (pour les bactéries) et
sabourd (pour les levures) dans un bain-marie a 95°, puis nous versons aseptiquement dans les
boites de pétri de 9cm de diameétre, une couche a raison de 15mm par boite.

A partir d’une jeune souche de 18 heure pour les bactéries et 48 heure pour les levures,
nous réalisons des suspensions troubles, en prélevant 3 a 5 colonies isolées et identiques, que
nous mettons dans 5ml d’eau physiologique stérile, puis nous agitons au vortex.

Nous faisons une lecture de la concentration de la suspension a I’aide d’un
spectrophotometre, par I’estimation de la densité optique qui doit étre comprise entre 0,22 a
0,32 pour les bactéries ; et 2 a 3 pour les levures, et cela a une longueur d’onde de 620nm.

Si valeur de la densité optique trouvée est compris dans les intervalles notés ci-dessus,

la concentration de la suspension est de 10" & 10° germes/ml.
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Si la valeur de la densité optique n’appartient pas aux intervalles, nous ajustons la
concentration, soit en ajoutant des colonies si elle est inferieure la valeur minimale, soit de
I’eau physiologique si elle est supérieure a la valeur maximale.

L’inoculum doit étre utilisé dans les 15 minutes qui suivent sa préparation.
Les milieux Muller-Hinton et Sabouraud sont fondus.
Nous laissons refroidir jusqu’a une température de 45°.

Nous remplissons des flacons de 50ml avec les milieux, qu’on ensemence avec 200ul
de chaque suspension et on agite manuellement.

Nous transvasons rapidement 4ml de chaque milieu inoculé sur la surface des boites
contenant déja la premiére couche (couche support) de gélose solidifiée.

» Lecture:

- La zone claire autour du disque indique la présence d’une activité inhibitrice
(diametre du disque inclue).

- L’absence de cette zone indique I’absence d’activité inhibitrice.

Selon Meena et Sethi, 1994, les diameétres des zones d’inhibitions de la croissance
microbienne sont classés en quatre (04) catégories (tableau 1V) :

Tableau 1V: Diameétres des zones d’inhibition selon le degré de sensibilité.

Degré de sensibilisation des souches Diametre de la zone d’inhibition (mm)
Souche résistante D<10
Souche sensible 10<D<16
Souche trés sensible 16 <D< 28
Souche Entiérement sensible D>28
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I11. Résultats et discussion :

I11.1.Etude histo-anatomique:
+ Latige:
L’observation de la coupe transversale de la tige de Cistus monspeliensis L. sous le

microscope photonique est donnée la figure suivant :

Suber

Poil tecteur

Liber

Poils sécréteurs

Bois

Figure 12: Coupe transversale de tige de Cistus monspeliensis L. vue au microscope
photonique 400x (Originale, 2016).

La tige de Cistus monspeliensis L. présente une section circulaire et une symétrie

axiale, de I’extérieur vers I’intérieur on distingue la présence des deux zones :

> Zone | : Une zone externe est formée par :

. La cuticule (C)ou la couche externe recouvrant la paroi de la tige, elle est
généralement résistance, imperméable et formé du cire (une matiére sécrété par la plante
leur réle est principalement la protection de la plante).

o L’épiderme (E), situé directement sous la cuticule on trouve. Il constitue un tissu de
revétement, formé d’une assise superficielle composée généralement par une seule couche de
cellules.

. Deux types d’expansions des cellules épidermiques qui sont : Les poils tecteurs (Pt),
jouant un réle dans la protection de la plante, notamment contre la dessiccation. Et les poils

sécréteurs (Ps) qui sont des expansions des cellules épidermiques, jouant un role dans la
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sécretion des différentes substances telle que les huiles essentielles. Ce type de structure en
expansion a été également montré chez d’autres espéces du méme genre et qui sont riches en
huiles essentielles tel que ; Cistus creticus L. qui comprend un épiderme uni strate et

présentent deux types des poils tecteurs et secréteurs (Sahraoui et al., 2013) (Figure 12).

> Zone |1 : elle représente le cortex qui est composé de deux tissus ; le parenchyme (de
remplissage) et le sclérenchyme (de soutien).
e Le parenchyme corticale est formé par des cellules parenchymateuses de plusieurs
taille et formes différentes associes en plusieurs couches.
e Vers I’intérieur, nous avons observé la présence des fibres de sclérenchyme, Ce
dernier est un tissu de soutien qui joue un réle important dans la croissance de I’organe
(Prat, 2007).

> Zone 111 : apparait sous forme d’un cercle de faisceaux conducteurs est circulaire.

Il est composé du phloéme primaire et secondaire, du xyléme primaire et secondaire et de la
moelle. Ceci est frequent chez les dicotylédones, les faisceaux conducteurs disposes en cercle
autour d’une moelle épaisse (Bowers et Mauseth, 2012).

Ces tissus conducteurs permettent la circulation des seves dans I’ensemble de la plante (Prat,

2007). Le cercle des faisceaux conducteurs est circulaire.
» LazonelV:

Elle occupe une position centrale, et se compose d’un parenchyme médullaire (Pm):
Au centre de la jeune tige s'accumulent des cellules primaires issues des divisions initiales au
sein de la jeune tige, dont le role est probablement nourricier et parfois fibre qui joue un role
de soutien.
+ La feuille :
L’observation de la coupe transversale de la feuille de Cistus monspeliensis L. sous

le microscope photonique est donnée la figure suivant :
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r : Poils sécréteurs
. Poil tecteur

Epiderme

Parenchyme chlorophyllien

Liber

Bois

Figure 13: Coupe transversale au niveau de la feuille de Cistus monspeliensis L.vue

au microscope photonique 40x (Originale, 2016).

Poils sécréteurs

Epiderme

Poil tecteur

Parenchyme chlorophyllien

Figure 14: Coupe transversale au niveau de la feuille de Cistus monspeliensis L. vue
au microscope photonique 100x (Originale, 2016).

Les feuilles de Cistus monspeliensis L. sont composées des deux faces I’une est
supérieure et I’autre est inferieure, de I’extérieur vers I’intérieur on distingue la présence des
tissus suivants :

e Des poils Tecteurs (Pt) : Une expansion des cellules épidermiques, jouant un réle dans

la protection de la plante.

33



Chapitre 111 Résultat et Discussion

e Des Poils Sécréteurs (Ps) : Une expansion des cellules épidermiques, jouant un réle

dans la sécrétion des différentes substances.

Dans une autre étude a été menée sur les caractéres anatomiques d’un autre espece du
genre Cistus en Algérie (la wilaya du Batna) les chercheurs ont déclarés que Les feuilles et les
tiges de I’espece Cistus creticus L. portent sur leur surface deux types de poils ou de
trichomes qui sont glandulaires et non glandulaires (Sahraoui et al., 2013).

Pour les poils ou les trichomes glandulaires sont allongés et constitués d'un groupe de
cellules, et les poils ou les trichomes non glandulaires sont de deux types, celles qui sont
multicellulaires et d’autres qui sont unicellulaires ou simples.

Dans une autre étude, Gulz et al. (1996) ont également signalé la présence des poils
glandulaires qui sont les sites de biosynthése de métabolites secondaires, la sécrétion et de
stockage sur cette plante.

Cependant, en 2002, Demetzosd et al., ont suggéré que la présence de plusieurs
trichomes glanduleux sur la surface des feuilles de C. creticus pourrait expliquer la production

de I’huile essentielle.

111.2. Rendement d’extrait methanolique:

Le rendement obtenu a partir de I’extrait méthanolique est de 21,4%. Il est obtenu

apres une macération pendant 7 jours de la poudre de Cistus monspelinesis L.

L’extrait brut des feuilles de Cistus monspeliensis L. obtenu par macération dans le
méthanol-eau est un liquide & odeur caractéristique et de couleur verte.

Selon Attaguile et al., (2004) : une extraction répétée trois fois avec eau bouillante
d’une poudre des parties ariennes séchés dans un endroit frais et a I’abri de la lumiére de
Cistus incanus L. et Cistus monspeliensis L. a été fait. Le rendement final était 14.5% pour
Cistus incanus L. et 13.43% pour Cistus monspeliensis L. Ces résultats ne concordent pas
avec nos résultats.

Cette différence entre les résultats a des origines multiples tel que les caractéristiques
régionales et variétales (Melani et al, 2006 ; Adams ,2002), période de récolte, méthode

d’extraction, notions de chemotype (Mazur et al, 2003).
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111.3. Résultats du screening phytochimique :
Ces tests ont eté effectués pour mettre en évidence la présence de certains
groupements chimiques, qui peuvent étre responsables des activités biologiques étudiées. Les

résultats sont indiques dans le tableau (V) :

Tableau V: Résultats du screening phytochimique.

Les molécules testées Observation Résultats
Anthocyanes Absence de coloration bleue i
Leuco anthocyanes Coloration rouge +
Tanins Coloration bleu noire moyenne +
Tanins catéchétiques Absence de coloration rouge -
Tanins galliques Coloration bleue foncée +
Quinones libres Absence de coloration rouge -
Quinones combinés Couleur rouge +
Saponosides Formation de mousses +
Coumarines Formation d’un trouble +
Flavonoides Coloration en jaune +
Glucosides Coloration rouge brique ensuite violette +
Alcaloides Pas de formation d’un précipité rouge -
Les composés réducteurs Précipitation basique F
Amidon Absence de coloration Bleu violacé -
Stérols et triterpéne Présence de coloration vert ou violet -

(+) : Absence / (-) : Absence.

Le test phytochimique réalisé sur la poudre et I’infusé de Cistus monspeliensis L. révéle la
présence de plusieurs familles de métabolites.

Ces résultats montrent que la plante est trés riche en polyphénols tel que : les leuco
anthocyanes ; les tanins totaux ; les tanins galliques ; les saponosides ; les flavonoides ; les

glycosides et les composés réducteurs.
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On note aussi la présence de quinones combinées; d’autre part, on note une absence
remarquable des Quinones libres, des Coumarines ; des tanins catéchiques ; des anthocyanes ;
des alcaloides; d’amidon ; des stérols et triterpenes.

Sahraoui et al., (2013), ont rapporté la présence des tanins, tannins galliques, des

flavonoides, des quinones combinés et des saponosides dans les feuilles de Cistus creticus L.

L’extrait aqueux des feuilles de Cistus ladanifer L. contient les tanins galliques, les

tanins cathéchiques, les flavonoides et les saponines (Bousta et al., 2013).

Selon (Demetzos et al., 1989; Vogt and Gulz, 1991; Danne et al., 1993; Demetzos
et al., 1999), les feuilles de Cistus présentent des tanins, des terpenes, des polyphénols et
principalement les flavonoides comme les aglycones, glycosides, pro-anthocyanidines et
hydroflavonols.

Les testes phytochimiques réalisés sur les fruits d’Helianthemum lippii L. (espece
appartient a la famille des Cistacées) ont révelé la présence des saponosides et des tanins dans
I’extrait aqueux, des flavonoides et des composées réducteurs dans I’extrait éthanolique et des

alcaloides dans la poudre végétale (Benmansour, 2013).

I11.4. Dosage quantitatif par des réactions colorimeétriques :
111.4.1. Dosage quantitatif des polyphénols totaux :

La spectrophotométrie a permis de quantifier le taux des polyphénols dans I’extrait
méthanolique des feuilles de la plante. La courbe d’étalonnage est effectuée par I’acide
gallique a différentes concentrations.

La teneur en phénols totaux est rapportée en mg equivalent acide gallique/g (EAG/Q)

d’extrait de notre plante.
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o

é 1’5 /
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Figure 15 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique.
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Les résultats indiquent que I’extrait du Cistus monspeliensis L., présente une teneur en
polyphénols qui est de 3.616 mg EAG/g d’extrait.

La valeur obtenue serait inférieure a celle obtenue par Amnsore et al., en 2010, qui ont
travaillé sur Cistus landaniferus L. Leurs extraits méthanolique et ethanolique contiennent
respectivement 18.43+2.74 mg EAG/g d’extrait et 11.87+£0.53 mg EAG/g d’extrait.

La différence des resultats obtenus serait liee a la distribution des métabolites
secondaires qui peut changer pendant le développement de la plante. Ceci peut étre lié
également aux conditions climatiques dures (la température élevée, exposition solaire,
sécheresse, salinité), qui stimulent la biosynthese des métabolites secondaires tels que les
polyphénols (Falleh et al., 2008).

En effet, la teneur phénolique d’une plante dépend d’un certain nombre de facteurs
intrinseques (génétique) et extrinseques (conditions climatiques, les pratiques culturelles, la

maturité a la récolte et les conditions de stockage) (Falleh et al., 2008 ; Podsedek, 2007).

111.4.2. Dosage quantitatif des flavonoides :

La teneur en flavonoides contenant dans I’extrait méthanoliques des feuilles de la
plante a éte estimée par la méthode d’AICI3. La courbe d’étalonnage est effectuée par
quercétine a différentes concentrations.

La teneur en flavonoides est rapportée en mg equivalent quercétine/g (EQ/g) d’extrait

de notre plante.

2,5
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Figure 16: Courbe d’étalonnage de quercitine.

Les résultats obtenus montrent que Cistus monspeliensis L, présente une teneur en
flavonoides de I’ordre de 0.2084mg EQ/g d’extrait.
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Nos résultats ne sont pas similaires a celles trouvées par d’Amnsore et al., (2010) qui
sont travaillé sur Cistus landaniferus L. dont les valeurs sont 64.33+0.44 mg E rutin/g
d’extrait pour I’extrait méthanolique et 61.40+0.17 mg E rutin/g d’extrait pour I’extrait
éthanolique.

Cette différence trouve probablement son explication dans la différence du standard

utilisé pour le dosage des flavonoides.

111.4.3. Dosage quantitatif des tanins hydrolysables :

La teneur en tanins hydrolysables contenant dans I’extrait méthanoliques des feuilles
de la plante a été estimée par la réaction a I’iodate de potassium. . La courbe d’étalonnage est
effectuée par acide tannique a différentes concentrations.

La teneur en tanins hydrolysable est rapportée en mg équivalent acide tannique/g
(EAT/g) d’extrait de notre plante.
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Figure 17: Courbe d’étalonnage d’acide tannique.

Les résultats indiquent que le Cistus monspeliensis L. présente une teneur en tanins
hydrolysables de I’ordre de 0.6728 mg EAT/gd’extrait.
Le résultat ne peut étre évalué du fait de I’absence des travaux de dosage des tanins

hydrolysables sur les plantes de famille de cistacées donc nos résultats sont originaux.

I11.5.Résultats des activités biologiques :
I11.5.1. Résultat de la toxicité aigle de I’extrait brut aqueux :

Une seule dose d’infusé (dose limite) de 2g/kg du poids corporel est testée sur un lot
de 10 souris pour une seule administration par voie intra gastrique (voie orale).

Les résultats du test limite effectués pour déterminer la toxicité des feuilles de Cistus

monspeliensis L. sont résumés dans le tableau suivant :
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Tableau VI: Les résultats du test limite de toxicité aiglie de I’extrait aqueux.

Produit Nombre Nombre Mortalité
administré d’animaux par de mortalité (%)
lot
Lot essai Infusé de Cistus 10 souris 0 0

monspeliensis

Lot témoin Eau 10 souris 0 0

physiologique

Au cours de notre étude sur la toxicité et selon nos conditions expérimentales, la dose
utilisée de 2g/kg de I’infusé des feuilles de Cistus monspeliensis L. n’a révélé aucune
mortalité, ce qui nous permet de déduire que la DL50 est supérieure a 2g/kg de poids corporel
et que I’infusé des feuilles de Cistus monspeliensis L. sera considéré comme non toxique.

Le résultat obtenu est en accord avec celui d’Aziz et al. (2011) qui montre que la
partie aérienne (tige et feuille) de Cistus landaniferus L. n’est pas toxique avec une dose de
5g/kg. Cette plante est testée sur les rats et les souris albinos.

Par ailleurs, Paris et Moyse (1981) rapportent que la survie des souris serait due a la

présence des tanins qui sont considérés comme des contre poisons des alcaloides.

111.5.2. L’activité anti-inflammatoire :

Les résultats de I’administration de I’eau physiologique, de I’extrait aqueux et du
produit de référence le Diclofenac aux souris albinos chez lesquelles nous avons provoqués
I’inflammation par I’injection de la carragénine a 1% dans la surface plantaire de la patte

arriere gauche, sont représentés dans les deux courbes suivantes :
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AUG% tem : pourcentage d’augmentation de I’cedéme de témoin ; AUG% réfé : pourcentage

d’augmentation de I’cedeme de référence ; AUG% extr : pourcentage d’augmentation de I’extrait aqueux.

Figure 18: Pourcentage d’augmentation de I’cedéme de la patte arriere gauche en

fonction de temps.

+« Lot témoin :

L’administration de la carragénine entraine une augmentation significative du
pourcentage de I’augmentation du diamétre des pattes des souris témoins a partir de la
premiere heure de I’expérimentation.

De plus, une augmentation significative du diameétre de la patte des souris est observée
a la premiére heure comparée a toutes les heures de I’expérimentation (52.88% ; 24.85%) a la
troisiéme et sixieme heure, respectivement.

A partir de 1% heure, le pourcentage de I’augmentation du diamétre des pattes des
souris ttmoins commence a se réduire progressivement.

Apres six heures d’expérimentation le pourcentage de I’augmentation du diameétre des
pattes des souris témoins est significativement diminué comparé a celui de la premiére, la
troisieme et la sixieme heure (Figure 18).

¢ Lots traités :

Pour le lot de référence, les résultats obtenus montrent que I’administration de I’anti-
inflammatoire du Diclofénac a (75 mg/kg) provoque une diminution du diamétre de la patte
des souris pendant les six heures de I’expérimentation. En effet, cette réduction significative
est observée a partir de la premiere heure et continue jusqu’a la fin de I’expérimentation. A la
fin de I’expérimentation, le pourcentage de I’augmentation du diameétre des pattes des souris
de lot référence est significativement réduit a la sixieme heure comparé a la premiere heure de
I’expérimentation (Figure 18).

Le traitement par I’extrait aqueux de feuilles Cistus monspeliensis L. (2g/kg) induit

une diminution significative de diamétre de la patte des souris a partir de la premiere, et
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jusqu’a la sixieme heure de I’expérimentation. De plus, a la sixieme heure, le pourcentage de
I’augmentation du diametre des pattes des souris traitées par I’extrait aqueux Cistus
monspeliensis L. (2g/kg) montrent des valeurs significativement réduites comparées aux

valeurs de la troisieme et sixieme heure, respectivement (Figure 18).
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%INH de Réf : pourcentage d’inhibition de I’cedeme de référence ; %INH de Ex : pourcentage

d’inhibition de I’cedéme de I’extrait aqueux.

Figure 19: Pourcentage d’inhibition de I’cedéme de la patte arriere gauche en fonction

de temps.

Pour lot de réference, I'administration du Diclofénac a une dose de 75 mg/kg présente
une inhibition significative de I’cedeme de la patte de souris a la premiere heure a la sixiéme
heure. En effet, cette activité atteint 59.40% a la sixieme heure de I’expérimentation. Ces
valeurs ne montrent aucune différence significative entre les différentes heures de la période
experimentale (Figure 19).

L’administration orale de I’extrait aqueux Cistus monspeliensis L. a la dose de 2g/kg
présente une activité inhibitrice de I’cedeme de la patte des souris, cette activité augmente
progressivement jusqu’a la sixiéme heure de I’expérimentation, & ce stade sa valeur est plus
élevée que celle notée a la premiere heure. De plus, aucune différence significative n’est notee
entre les valeurs du pourcentage d’inhibition de I’augmentation du diameétre des pattes

pendant la troisieme et la sixiéme heure, Respectivement (Figure 19).

Au cours du suivi des souris témoins et des souris traitées pendant les six heures apres
I’injection de la carragénine nous avons noté une augmentation du diametre de la patte des
souris de tous les lots. Cependant, I’augmentation du diamétre de la patte chez le lot témoin a
été plus importante que les lots traités. Ce qui prouve bien que la carragénine a induit une

réaction inflammatoire engendrant un cedéme.
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L’cedéme est provoqué par la carraghénine dans la patte de la souris comporte trois
phases :

-Une premiére phase qui fait intervenir I’histamine et la 5-hydrox tryptamine qui

favorisent la vasodilation, la transsudation plasmatique et I’cedeme

-Une seconde phase qui fait appel aux Kkinines comme meédiateur augmentent la

perméabilité vasculaire

-Une troisieme phase dont le médiateur est supposée étre la prostaglandine (Lindsey
et al.; 1999) associée a la migration leucocytaire inflammatoires aigus ou chroniques. Les
médicaments anti-inflammatoires interviennent en genéral en s’opposant a I’effet de ces
médiateurs chimiques : Histamine, sérotonine, Kinines et prostaglandines. Les propriétés anti-
inflammatoires du suc peuvent étre justifiées par la présence de certains de ces constituants
solubles dans I’eau. Tel que : les coumarines, les triterpénes pentacycliques, flavonoides et les
tanins (Gharabi et al., 2008)

Pour I’évaluation du test anti-inflammatoire nous avons utilisé le test d’inhibition de
I’;edéme de la patte droite postérieure de souris a la carragénine. Par ce principe I’extrait
aqueux de Cistus monspeliensis L. s’est révélé moyenne actif (48.03%) plus précisément a la
sixieme heure avec la dose de 2g/Kg. Ces résultats concordent avec plusieurs recherches qui
montrent que I’activité anti-inflammatoire de I’extrait peut s’expliquer en partie par la
présence dans les feuilles des composés polyphénoliques comme les tanins et les flavonoides
(Bruneton, 1993).

De nombreuses études ont prouvé que les flavonoides déploient leurs activités
pharmacologiques, notamment anti-inflammatoires, par I’inhibition d’importantes enzymes de
régulation. En effet, certains flavonoides sont de puissants inhibiteurs de la production des
prostaglandines, des molécules pro inflammatoires trés actives. Cet effet serait di a la
réduction du métabolisme de I’acide arachidonique par I’inhibition de la lipooxygénase, de la
cyclooxygénase et de la phospholipase A2 (Manthey et al., 2000).

Les saponines ou saponosides sont des composés produits naturellement par certaines
plantes, caractérisees par leurs propriétés tensioactives leurs conférant un pouvoir moussant.
Differentes saponines isolées comportent des propriétés immunomodulatrice, cytotoxique,

antitumorale, anti-inflammatoire (Cuy ., 2010).
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111.5.3.L activité antimicrobienne :

Résultat et Discussion

Les résultats relatifs aux diameétres des zones d’inhibitions de I’effet des deux extraits

(aqueux et methanoliques) des feuilles de Cistus monspeliensis L. sur les souches

microbiennes sont présentes dans le tableau :

Tableau VII: Diamétres des zones d’inhibition des différentes souches microbiennes testées

vis-a-vis des deux extraits (aqueux et methanolique) des feuilles de Cistus monspeliensis L.

Souches Zones d’inhibitions | Sensibilité | Zones d’inhibitions Sensibilité
microbiennes pour I’extrait pour I’extrait

aqueux methanolique
Escherichia coli - Résistante - Résistante
Pseudomona - Résistante - Résistante
saeruginosa
Staphylococcus 11.5mm Sensible 19mm Tres sensible
aureus
Bacillus subtilus - Résistante 18.5mm Trés sensible

Levure

Candida albicans 13mm Sensible 16mm Trés sensible
Saccaromycos 122mm Sensible 17mm Tres sensible
ecerevisaie

L’évaluation de I’activité antimicrobienne de I’extrait aqueux et méthanolique des

feuilles de Cistus monspeliensis L. a montré que :

e Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa résistent aux deux extraits par contre

Bacillus subtilus présente seulement une résistance vis-a-vis de I’extrait aqueux.

e Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Saccharomyces cerevisiae et Candida

albicans, ont montré une certaine sensibilité vis-a-vis de nos extraits a savoir |’extrait

méthanolique et I’extrait aqueux.

En 2005, une étude a été faite sur cinqg especes de Cistus se trouvant en Turquie, il

s’agit de C. creticus L., C. laurifolius L., C. monspeliensis L., C. parviflorus L., et C.

salviifolius L.
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Dans cette étude, I’activité antimicrobienne des extraits : aqueux, méthanolique,
chloroformique, butanolique et I’extrait d’acétate d’éthyle, qui ont été testées sur
Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et Candida albicans. Tous les extraits testés ont
inhibé la croissance des microorganismes testees sauf Pseudomonas aeruginosa et Candida
albicans qui ont montré une certaine résistance (Glvenc et al., 2005). Ces résultats
concordent avec nos résultats sauf pour la souche candida albicans qui a été inhibée par nos
extraits.

Certaines substances biochimiques telles que les terpenes, les phénylpropanoides, les
flavonoides et les alcaloides, contenus dans le Cistus Creticus L., lui conférent une activité
antimycobactérienne puissante. Ainsi le Cistus Creticus L. permet de controler le
développement de certains micro-organismes tels que les bactéries coliformes helicobacter et
ainsi maintenir I'équilibre bactériologiques de la flore intestinale sans risque de toxicite ni
irritation gastrique. Le Cistus Creticus L. est également trés efficace dans les infections
fongiques telles que les mycoses intestinales (Candida albicans) et vaginales (Anonyme,
2016).

Selon Sqalli et al. (2007), le Cistus albidus L., C .monspeliensiS L. et C.
salviifolius L. sont des especes inhibitrices de croissance des mycobactéries.

Bouamama et al. (2006), ont montré que les extraits aqueux et organiques des
especes C.villosus L. et C. monspeliensis L. marocaines sont dotés d’un pouvoir
antimicrobien intéressant vis-a-vis des microorganismes responsables de beaucoup
d’infections chez I’homme. Ces résultats concordent avec nos résultats.

Cette variabilité des résultats de I’activité biologique des extraits végétaux peut
dépendre du contenu en composes polyphénoliques. Les mécanismes d’action des composés
naturels sont expliqués de différente maniere selon les auteurs.

Selon Tomas-Menor et al., (2013) : I’activité antimicrobienne des extraits dérivés
des certaines especes de Cistus est liée a leurs contenus polyphénolique.

Les stilbenes sont connus depuis longtemps pour leurs propriétés antifongiques et
méme les gallotanins ont une activité antibactérienne intense. Parmi les acides phénoliques,
I’acide caféique, I’acide gallique et I’acide protocatéchique ne présentent qu’une légere

activiteé anti-bactérienne envers Pseudomonas aeruginosa (Collin et Crouzet, 2011).
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Conclusion

A I’issu de ce présent travail qui a porté sur I’étude phytochimique des feuilles de
Cistus monspeliensis L. et les tests de certaines activités biologiques de son extrait aqueux et

methanolique, nous sommes arrivé aux conclusions suivantes :

e Les coupes histologiques qui ont été réalisées sur les feuilles et la tige de notre plante
montré que le Cistus monspeliensis L. porte des poils sécréteurs des différentes
substances et métabolites secondaires au niveau de leur tige et leurs feuilles.

e Les résultats de test phytochimique réalisé ont permis de mettre en évidence la
présence de plusieurs métabolites secondaires, parmi lesquels les leuco-anthocyanes,
les tannins, les tannins galliques, quinones combiné, saponosides, coummarines,

flavonoides et les composés réducteurs.

e L’analyse quantitative des polyphénols totaux, des flavonoides et des tannins
hydrolysables par les courbes étalonnages des etalons d’acide gallique, quercétines et
I’acide tannique respectivement. Celle-ci nous a permis de confirmer la présence de

polyphénols dans notre plante.

e L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire nous a amené a déduire que I’extrait
aqueux des feuilles de Cistus monspeliensis L. possede activité avec un pourcentage
d’inhibition de I’cedéme de 48.03%.

e L’étude de I’activité antimicrobienne de deux extraits aqueux et methanolique de
notre plante sur certains micro-organismes vis-a-vis quatre bactéries et deux levures a

montré que les extraits ont une action sur ces germes microbiens.

Sachant que notre pays posséde une biodiversité immense dont chaque plante se
caractérise par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des
caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques particulieres qui demandent d’étre
exploitées par les recherches, de cet effet, et comme perspectives on propose de :

e Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pourront répondre aux

differents problemes de la santé et d’étre un alternatif des meédicaments synthétiques ;
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e Caractériser et isoler les principes actifs responsables a ces propriétés
pharmacologiques par des méthodes spécifiques;

e Evaluer d’autres effets biologiques in vitro comme in vivo des extraits bruts et de leurs

composeés actifs en utilisant différentes techniques.

e Faire une etude sur I’activité anti-oxydante des feuilles de Cistus monspeliensis L.
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Tableaux VIII : Appareillages, Verreries et Reéactifs.

Appareils Verrerie et accessoire Réactifs/ Produit
-Agitateur. -Ampoule a décanté. -Méthanol

-Balance analytique. -Ballons (50ml) et . .
-Balance pour les animaux. (100m). -HCL (01N IN; 2N)
- Bain marie. -Béchers (petits et -NaOH (0,1N)
-Bec-Benzen. grands).

-Etuve. -Bistouri. -Fecl3

-Haute pour solvants. -Boites de pétrie. -Propanol/Acide

-Rota vapeur. -Ciseaux. .

-Plaque chauffante. -Coton. -Chiorhydrique

-Spectrophotométre UV.
-Réfrigérateur.
-Pied a coulis.

-Disques absorbants.
-Entonnoir en verre.
-Eprouvette de 100ml.
-Erlen Mayer.

-Fioles en verre.
-Flacons en verre.
-Gants a usage unique.
-La gaze pour filtrer.
-Papiers aluminium.
-Pince stérile.
-Pipettes graduées.
-Seringue de 2.5ml et
de 1ml.

-Seringue d’insuline.
-Sonde gastrique pour
gavage.

-tatu.

-Support pour ampoule.
-Tubes a essais.

-Réactif STIASNY
-Aceétate de sodium
-Ammoniaque

-Acide sulfurique

-Ethére chloroforme
-Reéactif de Dragendroff
-Réactif de Valser et Mayer
-KOH

-Copeau de magnesium
-Alcool iso - amylique
-Acide d’anhydride acétique
-Carraghénine

-Eau distillée

-Eau de javel

-Eau physiologique
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Figure N° 20: Etuve Figure N° 21: Plague chauffante

Figure N°23: Pied a coulis

Figure N°24: Spectrophotométrie
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Figure N°25: Gamme acide gallique

Figure N°26: Gamme quersétine
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Tableaux IX : les résultats de I’activité antimicrobienne

Bacillus subtilus Pseudomonas aeruginosa

Candid Ibicans

EM : extrait methanolique
E aq : extrait aqueux

Saccaromycose cerevisaie / Candida
albicans




Annexe IV

Figure N° 27: injection de carragénine Figure N°28 : gavage de I’extrait
aqueux

Figure N° 29: mesure de I’épaisseur de I’cedéme par pied a coulis



