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Abstract

Our work focuses on the study of the chemical and biological composition of the
medicinal plant Rhanterium suaveolans from Boussadda, Wilaya of M'sila:.This study was
initiated by the extraction of essential oils and the preparation of certain crude extracts using
solvents of different polarity (water, methanol70%, acetone and dichloromethane). The

chemical characterization of essential oils was determined by the GC/MS method.

The results obtained showed that this oil is characterized by 10 chemical compounds,
representing 100% of the total composition of the oil, the majority compounds of which are
oxygenated sesquiterpenes: (-)-Spathulenol (30.50%), Tetradecanoic acid (15.90 %), o-
Eudesmol (11.64%), tau.-Muurolol (10.91%), tau.-Cadinol (8.95%), and Caryophyllene oxide
(6.48%).

The biological study consists of the evaluation of antidiabetic and antimicrobial
activities. The antidiabetic activity was evaluated by studying the power of inhibition against
the enzyme alpha-glucosidase.The essential oil has the highest activity with an IC50 of (15.42
+ 2.77ug / ml) higher than that of the standard Acarbose (275.43 + 1.59ug / ml).The
antimicrobial activity was tested by studying the power of inhibition against four bacterial

strains and a yeast.

The results revealed a significant inhibition by the essential oil against all the
microbial strains, in particular the S.aureus germ recording zones of inhibition of the order of
(@ =14.00£0.00 and 12.00£0.25 mm), and the C. albicans yeast with an inhibition zone of the
order of (@ =15.00+1.00 and 12.00+0.00 mm).The best values of MIC and CMB are recorded
with HE. With the exception of the dichloromethane extract. The antifungal activity was also
tested against the phytopathogenic species F.oxysporum. The results revealed that this fungus
showed high sensitivity to essential oil compared to crude extracts, with an inhibition rate of
55.82%.

Key words :Rhanterium suaveolans, Crude extract, essential oil, antidiabetic activity,
antimicrobial activity.




Résumeé

Notre travail porte sur 1’étude de la composition chimique et biologique d’une plante
médicinale issue du Boussaidda, Wilaya de M’sila :Rhanterium suaveolans. Cette étude a été
entamée par I’extraction des huiles essentielles et la préparation de certains extraits bruts en
utilisant des solvants de polarité différente (I’eau, le méthanol 70%, I’acétone et le
dichlorométhane). La caractérisation chimique des huiles essentielles a été déterminée par la
méthode de GC/MS. Les résultats obtenus ont montrés que cette huile est caractérisée par 10
composés chimiques, représentant 100% de la composition totale de I’huile, dont les
composés majoritaires sont des sesquiterpenes oxygénés : (-)-Spathulenol (30.50%),
Tetradecanoic acid (15.90 %), a-Eudesmol (11.64%), tau.-Muurolol (10.91%), tau.-Cadinol
(8.95%), et Caryophyllene oxide (6.48%). L’étude biologique consiste a 1’évaluation des
activités antidiabetique et antimicrobienne. L’activité antidiabétique a été évaluée en étudiant
le pouvoir d’inhibition vis-a-vis 1’enzyme alpha-glucosidase. L’huile essentielle est dotée de
la plus forte activité avec une IC50 de (15,42+2,77ug/ml) supérieur a celle du standard
Acarbose (275,43+1,59ug/ml). L’activité antimicrobienne a été testée en étudiant le pouvoir
d’inhibition vis-a-vis de quatre souches bactériennes et une levure.Les résultats ont revélé une
inhibition importante par I’huile essentiellecontre toutes les souches microbiennes, en
particulier le germe S.aureus enregistrant des zones d’inhibitions de 1’ordre de (@
=14.00+0.00 et 12.00£0.25 mm), et la levure C.albicans avec une zone d’inhibition de I’ordre
de (@ =15.00+1.00 et 12.00+0.00 mm).Les meilleures valeurs de la CMI et la CMB sont
enregistrées avec I’HE. A I’exception de I’extrait dichlorométhane. L’activité antifongique a
été également testé vis-a-vis 1’espeéce phytopathogene F.oxysporum. Les résultats ont révélé
que ce champignon a montré une forte sensibilité a 1’huile essentielle par rapport aux extraits
bruts, avec un taux d’inhibition de 55.82%.

Mots clés : Rhanterium suaveolans, Extrait bruts, huile essentielle, activité
antidiabétique, activité antimicrobienne
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Introduction générale

Les végétaux ont toujours été employés par I’homme pour se soigner. Dans le
monde, pres de 80% de la population a recours aux plantes médicinales par manque d’acces
aux médicaments prescrits mais aussi parce que les plantes ont pu démontrer une réelle
efficacité (Adjanohoum et al.,1979)

Le diabete est une maladie qui chamboule le quotidien du patient : habitudes
alimentaires, activité physique, vie sociale... tout est a réguler, Cette évolution clinique exige
chez le diabétique un traitement a vie, bien suivi et une auto-surveillance réguliere, trés
onéreux en milieu hospitalier, faisant appel a 1’association de plusicursthérapies .Ces codts
prohibitifs pour les populations des pays pauvres, qui accédentdifficilement aux médicaments
modernes, orientent les victimes vers les remedes traditionnels(Deteix, 2005).La prévalence
de cette maladie progresse tres rapidement dans les pays a revenu faible ou intermédiaire.
L’OMS prévoit qu’en 2030, le diabéte sera la septieme cause de déces dans les pays du
monde (OMS, 2020).

D’autre part, les maladies infectieuses constituent égalementune cause majeure dans
la mortalité dans le monde. Ceci est di a I’émergence de resistance aux antibiotiques, a cause
de leurs utilisations massives et parfois abusives(De Billerbeck,2007).

Ceci a incité les chercheurs a recouvrir a la phytothérapie, afin d’avoir des nouveaux
médicaments a base de produits naturels aux propriétés antidiabétiques et antimicrobiennes,
qui sont généralement moins ou sans effets indésirables.

L’Algérie est le plus grand pays riverain de la méditerranée. Il est reconnu par sa
diversité variétale en plantes médicinales et aromatiques, ainsi que leurs diverses utilisations
populaires dans 1’ensemble des terroirs du pays. Ce sont des savoir-faire ancestraux transmis
de génération en génération chez les populations, le plus souvent rurales. C’est un héritage
familial oral, dominant en particulier chez les femmes agées et illettrées (llbert et al., 2016).

C’est dans ce contexte la présente étude est réalisée pour la valorisation d’une plante
médicinale de la flore locale d’intérét thérapeutique.

Le présent manuscrit est divisé en deux parties : synthése bibliographique, et partie
expérimentale.

La premiere partie est consacrée a une compilation bibliographique de la plante
étudiée et de la famille a laquelle elle appartient, avec un apercu sur les métabolites
secondaires a savoir les composés phénoliques et les huiles essentielles.

La deuxieme partie est consacrée a la méthodologie traitant des principes généraux
du matériel et méthodes utilisés, des résultats obtenus et de la discussion, suivie d'une

conclusion généralequi permettra de tirer quelques perspectives de prolongement a ce travail.
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Chapitre | Etude de la plante sélectionnée

I. La famille des Astéracées
I.1. Généralité

La famille des Astéracées ou Composées représente la 2eme famille la plus
importante en nombre d’espéces, aprés les Orchidacées(comprend prés de 13 000 especes
réparties en 1 500 genres)(Techno-Science.)

Les Astéracées sont des plantes a fleurs dicotylédones appartenant a 1’ordre des
Astérales, annuelles ou vivaces, herbacées a arbustives, elles sont présentes partout dans la vie
de I’homme : plantes cultivées dans les champs ou les jardins, industrielles, consommeées ou
ornementales, ce sont aussi également parfois des plantes médicinales ou des adventices de
culture. Dans les milieux naturels, de rares a fréquentes, de miniatures a géantes, les
astéracées présentent une extraordinaire diversité et un impressionnant foisonnement
d’especes.(Aujardin.info,2022)

Cette famille est la plus importante pour le nombre de plantes a valeur santé, en
raison de sa richesse en espéces et du grand nombre de substances chimiques qu’elle peut
produire (composés polyacétyléniques, lactones sesquiterpéniques...).(Canal,2017)

1.2. Description botanique

Les Asteraceae ou Compositeae sont caractérisées par leurs inflorescences
composées.Leurs fleurs bien que petites sont réunies en larges capitules (plateaux ou disques)
entourés de bractées protectrices, I’involucre. Ces capitules ressemblent & une large fleur
unique alors qu’ils en portent en fait une multitude. Parfois, les capitules sont eux-mémes
rassemblés en cime ou en thyrse.

Pentamere, chaque fleur individuelle comporte un calice de 5 sépales soudés en tube
et 5 pétales formant une corolle tubulaire, courte ou longue, parfois ligulée quand les 5 pétales
soudés s’allongent en une seule lame pétaloide (ligule), de fagon asymétrique. Les 5 étamines
ont leurs antheres soudées en tube ou passe le pistil. Le style se divise en 2 bras dont seule la
surface inférieure est la zone fécondable. Les fleurs sont sexuées ou non, le plus souvent les
deux sexes se retrouvent au moins au sein d’un méme capitule. Les Astéracées sont rarement
dioiques. (Aujardin.info,2022)

Les fleurs bisexuées passent par un stade male puis un stade femelle, ce qui impose
une fécondation croisée, prise en charge par les insectes ; mais en dernier recours, si la
pollinisation croisée n’a pas eu lieu, le stigmate se retourne vers les grains de pollen tombés

au fond du tube pollinique. La production de graines est ainsi assurée.(Aujardin.info,2022).




Chapitre | Etude de la plante sélectionnée

ASTERACEAE

Patterns of the
Aster or Sunflower Family

A Typical Disk Flower
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Figure 01 : Motifs de la famille des astéracées (Tournesol) (Thomas J.Elpel.2013)

bractée
fertile

Brnchae Chardon
stérile

Camomilie

l

Echinops

A : schémas traduisant I'évolution. B : Chardon. C : Camomille. D : Edelweiss. E : Echinops

Figure02 :Le capitule chez les Astéracées(Dupont et Guignard., 2012)
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1.3. Position systématique
Les plantes de la familledes Astéracéessont classées comme suit (Tab.1).

Tableau 1: Classification taxonomique de la famille des Astéracées (Tela botanica)

Regne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae

1.4.Distribution géographique

Les plantes de la famille des Astéracées se rencontrent sur toute la surface de la terre,
c’est une famille cosmopolite avec une diversification plus importante au niveaudes régions
seches, comme par exemple, dans le bassin méditerranéen, le sud de I’Afrique,le Mexique et

I’ Amérique du Sud ainsi qu’au sud-ouest des Etats-Unis (Elisa.2019).
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Figure 03 : Répartition de la famille des Astéracées dans le monde (Elisa ,2019)



https://www.techno-science.net/glossaire-definition/Division.html
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1.5.Les principaux genres des astéracées
Le tableau ci-dessous présente les espéces d’Astéracées les plus fréquentes dans les
jardins et les fermes maraicheéres :

Tableau 02 : Les espéces d’Astéracées les plus u dans les jardins et les fermes maraicheres

Genre Espéce Non commun
Cichorium | Endivia Chicorée(scarole et frisée)
Chicorée a café,chicorée Witloff (endive) et
Cichorium | Intybus chicorées italiennes a feuilles rouges ou panachées (
de Chioggia,de vérone,de Trévise ou radicchio et

veriegato di castelfranco),chicorée « pain de sucre »

Cynara Cardunculus | Cardon
Cynara Scolymus Acrtichaut
Helianthus = Annuss Tournesol

Helianthus | Tuberosus Topinambour
Lactuca Sativa Laitue
Tragopogon | Porrifolius | Salsifis

Scorzonera | Hispanica Scorsonére

1.6. Utilisations

Les plantes de la famille des astéracées sont connues pour leurs plusieurs utilisations
thérapeutiques et leurs intéréts économiques.

Le tableau suivant (Tab 03) représente quelques utilisations des especes de cette
famille.

Tableau 03 :Utilisations de certaines espéces de la famille des Astéracées

Santolina -Possede  des  propriétés  stomachique, stimulante, | Baba Aissa, 1991
rosmarinifolia vulnéraire, antispasmodique, tonique et surtout vermifuge | Baba Aissa, 1999
contre ascaris et oxyures. Sanz et al., 1991
- Les capitules sont préconisés comme antipyrétique, | Novais et al., 2004
antihypertenseur, hépatoprotecteur et anti inflammatoire
-L'infusion des fleurs fraiches ou séches est prescrite
comme hépatoprotectrice, hypotensive, intestinale, anti-

inflammatoireet appétissante
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Matricaria -Possede des effets anti-inflammatoires. D’autre part, Hajjaj., 2017
chamomilla -Bloque les ondes lentes dans I'intestin gréle, ce qui pourrait
ralentir le mouvement péristaltique
-Posséde des effets anti-cestrogénes, elle semble également
stimuler l'activité des ostéoblastes ce qui entraine une
stimulation de la synthése de la matrice protéique etl’ostéo
formation
Cynarascolymus | -Posséde  des  diverses  propriétés  cholérétiques, | Hammouda et al.,
L. uréolytiques, diurétiques et hypocholestérolaemiques 1993a
-Utilisée ¢également dans le traitement de I’hydropisie | Hammouda et al.,
(cedéme) et des rhumatismes 1993b
Artemisia -Utilisés pour calmer les troubles digestives, les Ferchichi et al.,,
campesiris L. douleurs abdominales, ainsi les nausées. 2006
-Utilisée en décoction pour les régles irréguliéres et pour | Akrout et al., 2001
I'accouchement.
En usage externe, elle cicatrise les plaies et les brilures
-Posséde des propriétés antibactérienne et antifongique
Rhanterium -Utilisée comme fourrage pour les animaux Gherraf et
adpressum -Utilisée par la population localedans la production du al.,2009
fromage et dans la médecine comme antidiurétique. Bouheroum et
al.,2007
Rhanterium - Utilisé dans la médecine populaire comme reméde contre | Younis et Adam,
eppaposum les infections cutanées, les troubles gastro-intestinaux et 2008
comme insecticide Phondani et al.,
2016

1.7.La toxicité

Les effets des plantes toxiques peuvent étre internes en cas d’ingestion ou externes
en cas de réaction allergique cutanée, ce qui arrive le plus souvent. Le degré de toxicité varie
selon plusieurs facteurs dont les principaux sont les suivants : la nature de la plante toxique, le
stade végétatif du développement de la plante, la partie toxique, la quantité ingérée si c’est le
cas, la partie de la plante en cause, I’état de santé de la personne ou de I’animal intoxiqué,

I’age de la personne ou de I’animal intoxiqué, etc... (Folia Design).
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La famille des Astéracées renferme relativement peu d'espéces toxiques, qui sont
souvent & l'origine d'empoisonnements du beétail. Les principales sont celles qui synthétisent
des alcaloides pyrrolizidiniques ou des lactones sesquiterpéniques, ainsi que d'autres
molécules mono-, di-ou tri terpéniques (Bruneton.,2005)
1.8.Le genreRhanteruim
1.8.1.Description botanique

Selon le Haut-commissariat au développement (Riyad , 2007), le genre Rhanterium
possede les caractéristiques botaniques suivantes :

» Tige : ovale et ramifiée, ses rameaux juteux se couvrent de doux poils blancs

> Feuilles : petites, ovales, légerement allongées, a bords dentelés, de 1 a 2 cm de longll
mesure environ 1 cm de large et a le poil fin.

> Fleurs : jaunes, composées, petites, pas plus de 1,5 cm de diameétre, entourées de
feuillage Tranchant. Les parties entourant la vision se terminent par une extrémité
pointue pointant vers le bas et poussent au bout des branches et ont une odeur
agréable, et lorsqu'elles s'ouvrent, elles se transforment en épines qui collent aux corps
qui les durcissent

» Racines : un coin profond qui s'étend sur plus de deux métres sous terre.

1.8.2.Position systématique
Les plantes d genre Rhantherium sont classées comme suit (Tab.4).

Tableau 04: Classification taxonomique du genre Rhantherium (Tela botanica)

Classe Equisetopsida C. Agardh
Sub-classe Magnoliidae Novak ex Takht.
Superordre Asteranae Takht.

Ordre Asterales

Famille Asteraceae

Genre Rhanterium Desf.

1.9.L’espece Rhantherium suaveolens Desf.
1.9.1.L’origine du nom
Le nom Rhanteruim suaveolens vient du latin il se divisé en deuxmoitiés :
- Rhanteruim : du mot Rhinanthus ou Rhinanthus minor = petite Rhinanthus ou petite plante

- Suaveolensa I’ordre suave = parfume, ou suavis = sucré ou joyeux.



http://legacy.tropicos.org/Name/43000109
http://legacy.tropicos.org/Name/43000013
http://legacy.tropicos.org/Name/100352415
http://legacy.tropicos.org/Name/40024316
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1.9.2.Description botanique

Sous-arbrisseaux canescents, multicaules, a feuilles petites, alternes, entiéres ou
dentées. Rameaux dresses et en touffes, divariqués. Capitules terminaux, petits et solitaires,
hétérogames, multifides, radiés. Fleurs jaunes, les marginales ligulées a ligules
unisériées, femelles et 3-dentées; les centrales tubuleuses et hermaphrodites. Involucre
campanulé, a bractées imbriquées sur plusieurs rangs, coriaces, lancéolées. Réceptacle plan
OuU un peu convexe, £ paléacé. Akenes étroits, cylindriques, a 4-5 cotes; les marginaux
situés a l'aisselle de paillettes et en général chauves; les centraux a aigrette constituée

par 4-6 soies * dilatées au sommet et plumeuses (Figure 1). Plante des Paturages

désertiques et elle est endémique de I’ Afrique du nord (Quezel et Santa, 1962-1963).

Figure 04 : Rhanterium suaveolens(Bou Saada, photo : K. Rebbas)
1.9.3.Distribution géographique

L’espéce Rhantherium suaveolens est distribué exactement en Afrique du Nord
(Algérie et Tunisie), et on le trouve aussi en Irak, Iran, Arabie saoudite, Koweit et Les
Emirats arabes unis(Vincent., 2008 ;Ozenda, 1983).
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Figure 05:Répartition géographique de 1’espéce Rhantherium
suaveolens(Vincent., 2008 ;Ozenda, 1983).
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1.9.4.Utilisations et intéréts économiques
Selon la bibliographiel’espece Rhantherium suaveolensest connue pour
leursplusieurs utilisations thérapeutiques et intéréts économiques.
Selon Al-Qahtani (2011), I’espece Rhantherium suaveolens a des utilisations
thérapeutiques importantes :
> Les feuilles bouillies sont utilisées comme laxatif severe.
> Les feuilles bouillies sont utilisées comme stimulant et extenseur des voies
respiratoires.

> Les racines sont utilisées sous forme de crodtes pour le traitement de I'asthme.

A\

Les feuilles bouillies sont utilisées pour traiter les maux de dos.
> La fleur de mangrove bouillie est utilisée comme une bonne substance pour le systéeme
digestif.

Selon (Hadda,2017)I’espéce Rhantherium suaveolens a des intéréts économiques :

> Aide a la croissance de nombreuses plantes annuelles autour de lui.

> 1l est considéré comme un refuge pour de nombreux animaux, comme les autruches,
pour se cacher de la densité de la poussiére et des intempéries.

> |l est utilisé comme bois de chauffage et un excellent combustible pour faire un feu,
car il est hautement inflammable, et ses racines se distinguent par le fait qu'elles
restent.

> Brdler pendant longtemps, tout comme le charbon

> Il aégalement un arbme agréable et rafraichissant qui imprégne I'atmospheére.

1.9.5.Composition chimique

Des recherches bibliographiques exhaustive a permis de relever que des études
phytochimiques ont été réalisées seulement sur les huiles essentielles.

Une étude phytochimique sur la partie aérienne de I’especeR.suaveolansrecoltée
dusud algériena permis d’isoler des huiles essentielles par I’hydrodistillation, dont la
composition chimique a été déterminée par CG /SM. Les constituants dominants étaient :le
périlaldéhyde (45,79 %),caryophylléne oxyde (24,82%), B-cadinol (5,61%), B-caryophylléne
(5,17%) et 8-cedren-13-0l(4,98%)(Figure ..).(Chemsa et al.,2016).
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Figure 06: Principaux constituants de I’huile essentielle de R.suaveolansprovenant

d’Algérie

Une deuxieme étude qui a été réalisée sur la partie aérienne deR.suaveolens
originaire de Sfax, Tunisie a révéle la présence de 27 constituants dans I'huile essentielle, dont
les principaux composants étaient des mono terpenes : a-pinene (25.84 %) était le principal
composé, suivi par B-pinene (17.57 %), 1-octen-3-ol (16.23%), camphene (12.28%), limonéne
(8.03%), B- myrcene (5.13 %), pinocarvone (2.98 %) et en dernier p-cymene (2.51 %)
(Figure..)(Ben Salah et al., 2019).
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Figure 07 : Principaux constituants de 1’huile essentielle de R.suaveolans provenant
du Sfax, Tunisie.
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Une troisieme étude faite sur les pieces fleuries de la méme espece mais provenant
d’une autre région de la Tunisie (Tataouine) a permis d’isoler des huiles essentielles, 31
composés ont été identifiés représentants98.4% de I’huile totale. Spathulénol (18,3%),
carvacrol (12,1%),linalol (9,4 %), a-terpinéol (7,10 %), o-terpinolene (6,3 %) et pinocarvone
(5,6 %) étaient identifiéss comme des composeés majoritairesde cette huile essentielle.
(Figue.....)(Hitana et al.,2020).
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Figure 08: Principaux constituants de I’huile essentielle de R.suaveolans provenant de
Tataouine, Tunisie
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I1. 1.Les substances bioactives
11 .1.1.Généralites

Tous les étres vivants (les plantes y compris) ont un métabolisme primaire, qui
fournit les molécules de base : Glucides, Lipides et Protéines. Chez les plantes, il existe un
métabolisme secondaire (c’est une spécificité du monde végétal). Les molécules produites par
ce métabolisme secondaire ne paraissent pas essentielles a la vie de la plante. Ces produits a
structure chimique souvent complexe sont tres différents selon les espéces et ¢c’est seulement a
partir de la seconde moiti¢ du XXe siecle, qu’il y a eu une explosion des recherches dans ce
domaine, grace a I’évolution du matériel d’analyse devenu trés sophistiqué, comme les
différents types de chromatographies, la résonnance magnétique, la spectrographie de masse,
la spectrophotomeétrie, etc...

Il existe sans doute plus de 200000 métabolites secondaires classés selon leurs
appartenances chimiques (composés acétyléniques, mycotoxines, composés phénoliques,
terpenes, alcaloides, amines et polyamines, glycosides cyanogéniques, glucosinolates, etc...).

Le métabolisme secondaire des plantes, aussi appelé métabolisme spécialisé, fait
référence a la synthése et I’identification d’un ensemble de biomolécules de structures et de
fonctions variées qui interviennent dans I’interaction des plantes avec leur environnement
biotique et abiotique.

Le métabolisme secondaire des plantes regroupe un ensemble de molécules de
structures et de fonctions tres diverses dont la synthése, I’accumulation ou I’émission permet
a la plante d’interagir avec son environnement. Sont des composés ne sont pas produits
directement lors de la photosynthese, mais résultent de réactions chimiques ultérieures. On les
appelle donc des métabolites secondaires.

Les métabolites secondaires sont plus spécifiqgues aux plantes, bactéries et
champignons, mais aussi chez certains animaux. On les retrouve dans des compartiments
particuliers et a des moments précis de la vie d’une plante. Contrairement aux métabolites
primaires, ils ne participent pas directement au développement de la plante. Ces composés
dérivent parfois des mémes voies de biosynthése et certains, comme la chlorophylle et la
lignine ont des fonctions indispensables pour la croissance de la plante, et pourraient donc
faire partie des métabolites primaires. (Labbani ,2021-2022).
11.1.2.R0les

Les metabolites secondaires participent a la vie de relation de la plante, et ils ont des
roles trés variés. lls peuvent servir de défense (sécrétions ameres ou toxiques pour les

prédateurs) ou au contraire, attirer certaines espéces ayant des roOles bénéfiques
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(pollinisateurs). Ils peuvent également permettre la communication entre les plantes, par des
messages d’alerte par exemple.

Les métabolites secondaires sont impliqués dans le processus de survie de 1’espéce
végetale :

> Dans une stratégie de protection contre les prédateurs, par exemple des odeurs qui
repoussent les herbivores, par une toxicité que les animaux reconnaissent et les
dissuade...

> Dans une forte attirance des insectes pollinisateurs : certaines plantes (orchidées
par exemple) synthétisent des phéromones sexuelles, substances émises pour
attirer les insectes males et permettre plus facilement la fécondation des fleurs par
le transport des pollens...

» Dans une action d’inhibition de la croissance d’autres plantes... Cette science,
appelée allélopathie, permet de comprendre par exemple le cas du noyer qui
produit de la juglone, une substance qui inhibe la croissance des autres plantes
dans un rayon de plusieurs metres autour du tronc...

Si ces molécules actives sont trés utiles aux plantes, elles sont souvent utilisées par
I’homme pour des applications dans les domaines de la pharmaceutique, la cosmétique, de
I’agrochimie, etc... Actuellement les recherches sont accentuées sur la reproduction de ces
molécules d’intérét pour I’homme (le génie métabolique).

Les métabolites secondaires présents dans les plantes ont une forte utilisation en
médecine pour des probléemes d’anxiétés et de stress, mais aussi pour atténuer des symptomes
de maladies chroniques ou encore, prévenir diverses maladies qui vont de la migraine au
cancer. Par leur activité antioxydante, anticancéreuse, anti-inflammatoire et cardioprotectrice,
les composés phénoliques sont bénéfiques pour la santé humaine(Emeraux, E,2019)

11 1.3. Classification :
On distingue classiquement trois grandes catégories de métabolites secondaires chez
les plantes :
> Les alcaloides et composés azotes
> Les composés phénoliques
> Les composés terpéniques
Auxquelles on ajoute classiqguement
> La catégorie des héterosides, constituee de dérivés glycosylés de composés

terpéniques, phénoliques et plus rarement d’alcaloides. Ces glycosylations affectent
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largement leurs propriétés biochimiques (dont I’extractibilité dans différents solvants)
mais également leurs effets biologiques (toxicité, propriétés pharmacologiques).

> Les molécules désignées sous le terme de « composés mixtes » ou « COMpPOSEs
d’origine mixte », qui correspondent a des condensations de molécules provenant des
catégories citées plus haut. Mais souvent, les composés mixtes peuvent étre rattachés a
I’une des catégories précédentes.

» On distingue enfin d’autres familles de métabolites secondaires plus restreintes en
termes de nombre de composés et de nombre d’espéces végétales concernées
(désignée parfois comme la catégorie des « miscellanous compounds », il s’agit bien
souvent de donner un intitulé & un chapitre « fourre-tout »). On peut citer par exemple
les composes deérivés du soufre présents dans les Aillacées, mais également chez
certaines algues et plantes maritimes.

Les classifications des metabolites secondaires sont généralement basées sur la
nature biochimique des molécules,leurs propriétés et effets biologiques (dans le cas des
alcaloides)et/ou de leur origine biosynthétique.(Antoine,2008)

11.1.3. 1. Les composés phénoliques

Les polyphénols forment un vaste ensemble de substances difficiles a définir
simplement. L’¢élément structurale fondamental qui les caractérise est la présence d'au moins
un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou
engagé dans une autre fonction, éther, ester, hétéroside. Les connaissances en matiére de
polyphénols sont actuellement en pleine évolution et les équipes de recherche dans le monde
y accorde actuellement un grand intérét (Bruneton et al., 1987 ; 1999).

11.1.3. 1. 1.0rigine

Les polyphénols sont des alcools aromatiques qui proviennent des végeétaux. Ils sont
présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles de tous les vegetaux. Les
phénols simples, déchets du métabolisme végétal, sont assemblés en polyphénols comme la
lignine.

Les composés phénoliques définissent un ensemble de substances que 1’on a appelées
pendant longtemps les matiéres tanniques, d’une facon générale et imprécise parce qu’on ne
connaissait pas, avec suffisamment de précision, la nature de ces substances. Il y a quatre
principales familles de composés phénoliques : les acides phénoliques, les flavonoides, les

anthocyanes, et les tanins (Bruneton et al, 1987 ; 1999).
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11.1.3. 1.2. Propriétés

Leurs nombreuses propriétés pharmacologiques in vitro sont généralement liées a
leur affinité pour les protéines et a leurs propriétés antioxydantes (CIRAD, 2005 ; Suja et al.,
2005 ; Lucrecia et Nazareno, 2006 ; Pereira et al., 2006). De plus, méme complexés avec
les protéines ou les carbohydrates, ces composés phénoliques conservent leurs propriétés
antioxydantes (Riedl et Hagerman, 2001). En outre, des études épidemiologiques récentes
montrent qu'une alimentation riche en polyphénols est corrélée a un faible risque de
développer des maladies cardio-vasculaires et des cancers, ce qui suggere une activité
antioxydante in vivo pour les polyphénols. Lors de leur action antioxydante, les polyphénols
sont simultanément convertis en des dérivés stables (Krisa et al., 1999).

C’est pourquoi, les nutritionnistes et ¢épidémiologistes recommandent une
consommation d’antioxydants alimentaires. Il se peut qu’en arrivant dans le sang les
composes phénoliques inactivent directement les radicaux libres. Les composés phénoliques
sont également des molécules susceptibles de complexer certains ions, en particulier le fer et
le cuivre, qui induisent des oxydations d'acides gras. Des polyphénols auraient un effet
important sur des pathologies comme le cancer ou les maladies cardio-vasculaires. D’apres
certaines études, ils réduisent les phénomenes d’oxydation des tissus, et bloquent également
’action d’une protéine qui proteége les parties cancéreuses ou malignes lors des traitements de
chimiothérapie (Krisa et al., 1999).

Ils ont également un effet antivieillissement et sont utilisés a ce titre dans des cremes
de soin pour la peau. Les acides phénoliques et polyphénols ont une action vasoprotectrice et
antifongique ; en présence du cuivre, ils sont tres actifs contre les Candida et les autres
microbes (propriétés antiseptique et bactéricide). Nous ne citerons que les dérivés qui ont une
activité antioxydante et antimicrobienne.(Krisa et al., 1999).

11.1.3. 1.3.Classification

Les composés phénoliques sont classeés en plusieurs familles selon le nombre et
laposition des atomes de carbone du composé, la nature de leur squelette carbone” et
lalongueur de la chaine aliphatique attachée au noyau aromatique (Chira et al., 2008).

a. Les flavonoides

Les flavonoides présentent un squelette de base a 15 atomes de carbone, fait de deux
cycles en C 6 reliés par une chaine en C 3. Le pont a 3 carbones entre les deux phényles forme
énéralement un troisieme cycle pyrone. Tous les flavonoides environ 300 ont une origine

biosynthétique commune, a savoir les flavones, les flavonols et les flavanones. Ils peuvent
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étre regroupés en une dizaine de classes selon le degré d’oxydation du noyau pyranique

central (Bruneton, 1987 ; 1999).

Figure 09: Structure chimique des flavonoides

La principale activité attribuée aux flavonoides est une propriété vitaminique P.
Potentiellement veinoactifs, ils diminuent la perméabilité des capillaires sanguins et
renforcent leur résistance. Souvent anti-inflammatoires, les flavonoides peuvent étre
antiallergiques, hépato protecteurs, antispasmodiques (Chen et al., 1992 ; Karou et al.,
2006),hypocholestérolémiants, diurétiques, antibactériens, antiviraux et pour un petit nombre
d’entre eux cytostatiques in vitro. Ce sont aussi des piégeurs de radicaux libres (Bruneton,
1987). En régle générale, les flavonoides sont des inhibiteurs enzymatiques de 1’histidine
décarboxylase, de I’¢lastase, de la hyaluronidase et de la phosphodiesterase de 1’AMPc
(Bruneton, 1998).

Figure 10 : Structure de la quercétine (Wang et Mazza, 2002)

b.Les Tanins

Substance organique contenue dans de nombreux veégeétaux, notamment dans les
écorces et les bois, les racines, les feuilles, les fruits et gousses, les galles tannantes, les sucs
et les gommes, et qui est utilisée a des usages divers notamment dans le tannage des peaux, la

fabrication des encres ou en pharmacologie.(CNTRL,2012)
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On distingue deux groupes de tanins différents par leurs structures et également par
leurs origines Biogénétiques (univ.ency-education).

» Tanins hydrolysables : Ce sont des polyesters de glucides et d’acides phénols, ils
sont facilement hydrolysables par les acides et les enzymes (tannase) en ose
(généralement le glucose) et en acides phénols

» Tanins condensés : lls sont formés de 2 a plusieurs unités de flavan-3-ols (catéchol ou
épicatéchol) et/ou de flavan-3,4-diols (proanthocyanidol) liés entre elles par des

liaisons C-C, le plus souvent C4-C8 ou rarement C4-C6

=

N

Figure 11 :Structure chimique des tanins hydrolysables et des tanins condensés(Okuda et
Ito, 2011; Adamczyk et al., 2013).
c. Les acides phénoliques

Ces substances organiques sont les formes les plus simples des composés phénoligues. 1ls
possedent au moins une fonction hydroxyle et une fonction carboxyle. Ce sont des dérivés
hydroxylés de I’acidebenzoique (C6-C1) ou de I’acide cinnamique (C6-C3).

® Acides phénols dérivés de I’acide benzoique : acides hydroxybenzoiques (C6-
Cl).
® Acides phénols dérivés de I’acide cinnamique : acides hydoxycinnamiques
(phénylpropanoides) (C6-C3). ( Pr. Labbani,2021-2022)
d. Les coumarines

Coumarines: La premiére coumarine a été isolée de la feve tonka (Coumarina odorota). La
cyclisation de I’acide hydroxy-cinnamique conduit & la formation des coumarines.

Les coumarines sont trés répandues surtout chez les dicotylédones, notamment dans les
racines et dans les écorces Role des coumarines : Elles exercent une activité physiologique
important: elles inhibent la germination des graines et 1’élongation cellulaire. Elles peuvent
stimuler l'acide indole acétique oxydase, enzyme ayant un rble dans la dégradation de

I’auxine.(Pr. Merghem R).
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e.Les stilbenes

Ce sont des composés phénoliques ayant une structure de base composée de deux noyaux
benzéniques joints par un pont méthyléne (C6-C2-C6). Plus de 30 stilbenes et glucosides de
stilbenes sont abondants naturellement dans le regne végétal, lls sont fabriqués par les plantes
en réponse a des attaques microbiennes (fongiques, bactériennes ou virales) (Collin et Crouz,
2011: Chiraet al., 2008).

f.Les lignanes

On obtient, par dimérisation des phénylpropanoides, des composes formés de 2 unités C6-C3
réunis par une liaison Carbone-Carbone ou lignanes. Citons par exemple les acides
truxilliques (ou di-cinnamiques) des feuilles du Coca provenant également de la dimeérisation
de phénylpropanoides par perte de 2H ou de 2H20. (Merghem R).

11.1.3. 2.Les alcaloides

Les alcaloides sont des molécules organiques hétérocycliques azotées d'origine
naturelle pouvant avoir une activité pharmacologique. Ce nom dérive du mot alcalin ; a
l'origine, le terme a été employé pour décrire n'importe quelle base de Lewis contenant un
hétérocycle azoté. A cause du doublet électronique non liant de l'azote, les alcaloides sont
considérés comme des bases de Lewis. On trouve des alcaloides, en tant que métabolites
secondaires, principalement chez les végétaux, les champignons et quelques groupes animaux
peu nombreux. Habituellement les alcaloides sont des dérivés des acides aminés (Bruneton,
1999 ; Paris, 1976).

Les alcaloides ont la propriété de former des sels et d'étre amers. La caractérisation
de la présence d'alcaloide peut se faire par précipitation. Ils ont longtemps été catégorisés et
nommeés en fonction du végétal ou de I'animal dont ils étaient isolés. Mais on les catégorise
habituellement en fonction de leur structure chimique.Leurs propriétés sont généralement
variées et dépendent de leurs composantes chimiques par exemple, céphéline (antifongique,
antibactérien) emétine (amoebicide, antiprotozoaire, amibiase).(Bruneton, 1999 ; Paris,
1976).
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HLCO

R =11 céphéline (Spermacoce verticillata)
RCH, émétine (Spermacoce verticillat)

Figure 12 : Structures des alcaloides : céphéline et émétine(D’apreés Bruneton, 1999)

11.1.3. 3.Les huiles essentielles
11.1.3. 3.1. Définition

Les huiles essentielles ou simplement essences sont des produits aromatiques légers
volatils ; généralement liquides a température ambiante et insolubles dans 1’eau
(Ntezurubanza, 2000). Elles se caractérisent par leur odeur, spécifique des plantes ou des
organes végétaux dont elles proviennent et qui leur donnent une valeur économique comme
matiére premiere pour I’industrie des parfums et des cosmétiques. L‘huile essentielle est un
melange de produits ou un produit obtenu a partir d’'une matiére d’origine végétale, soit par
expression de 1’épicarpe des citrus soit par distillation a sec.

Cette définition assez restrictive exclut autant les produits obtenus par extraction a

I’aide des solvants organiques que ceux obtenus par d’autres procédés (fluide, enfleurage).
Les produits obtenus par ces procédés ont une grande importance dans les domaines comme
la parapharmacie, la parfumerie, la cosmétique, 1’agroalimentaire, 1’industrie pharmaceutique
(Djibo, 2000). Il est important de définir certains termes utilisés pour désigner ces produits.
Les teintures sont des mélanges de produits obtenus par la macération de la matiére végétale
dans un alcool pur ou de titre variable. Les concretes sont des extraits a odeur caractéristique
obtenus par extraction a I’aide d’un solvant organique, de la mati¢re végétale fraiche.Les
absolues résultent de 1’extraction des concrétes par I’alcool a la température ambiante. Les
résinoides sont obtenus par extraction de la matiére végétale seche par un solvant organique.
Les pommades florales sont des corps gras parfumés obtenus a partir des fleurs, soit par
enfleurage a froid (diffusion des composés odorants des fleurs dans les corps gras), soit par
enfleurage a chaud (digestion ou immersion des fleurs dans les corps gras fondus)
(AFNOR,1986).
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11.1 .3. 3.2. Composition chimique

Les composants des huiles essentielles peuvent étre classés également en deux

groupesprincipaux :

> Les hydrocarbures qui consistent les terpenes, tels que, les monoterpenes, les

sesquiterpeénes, et les diterpenes.

> Les composes oxygénés, tels que les esters, les aldéhydes, les cétones et les alcools,

parfois la présence aussi des composes azotés et soufrés.(L.Raul et H. Ochoa , 2005)

a.Les terpenes

Les terpenes sont des molécules tres volatiles fréquentes dans la nature, surtout dans
les plantes ou ce sont les principaux constituants des huiles essentielles. Les terpénes sont

issus du couplage d’au moins 2 sous-unités isopréniques a 5 carbones (Lorraine,2006).

H Lo

2N

HoC CH,

L'isopréne ( 2-méthylbuta-1,3-diéne).

Figurel3: Structure de l'unité isoprénique.

Selon le nombre d’entités isopréne les terpénes sont subdivisés en sept classes

comme il désigne le tableau suivant (Vollhardt, 2004).

Tableau 05 : Classification des terpénes (Rebstein et Soerensen, 2011).

Classe Nombre d’atomes de (C)
Hémiterpénes 5
Monoterpenes 10
Sesquiterpenes 15
Diterpenes 20
Triterpenes 30
Tétraterpenes 40

Polyterpéne >500

Nombre d’unités isopréne
1
2
3
4
6
8
>100
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a.1l.Les monoterpénes

Ces composés contiennent deux unités de I'isoprene. 1ls sont largement distribués dans
la nature, en particulier dans les huiles essentielles. Ils sont importants dans Il'industrie des
parfums (F. Chemat,2007).

Acyclique
= OH &
CHO
A
Géraniol Linalool Myrcéne Citronellal
Monocyclique Bicyclique
HL

Limonéne Carvacrol a-terpinéol B-pinéne

Figure 14 : Structures chimiques de quelques composés monoterpéeniques (Benchouhra et
al.,2011; Degenhardt et al., 2009).
a.2.Les sesquiterpenes
Ces composés contiennent trois unités de I'isopréne. Ils sont trouvés dans beaucoup

de systémes vivants mais en particulier dans les plus hautes plantes (Lorraine,2006).

a- Acycliques b- monocycligues ¢- bicycligues
GH,
CH;
CH20H
=
CH4
CHo H G
Hyo  CHs CHs CHs H3C CHy
Farnésol (Tilleul) humuléne (Houblon) cadinéne (goudron de
Cade)

Figure 15 :Exemples des quelques sesquiterpénes.
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a.3.Les di terpénes
Ces composés contiennent 20 atomes du carbone dans leurs squelettes de base. Ils
sont composés de quatre unités de I'isoprene. lls existent dans presque toutes le régne végétal

et appartiennent a plus que 20 types structurels (F. Chemat et al,2007).

a- Chaine ouverte b- monocycligues
CH,y
LaF 18 \ - e __-—'L..___
] g . T ]
P S = e —
HoHze  © I } ] A . | HOR2C .
- ) ) H3C CHy
e ,_A__-d'
Ha " \‘CHJ HaG CHa
Phytol - camphoréne vitamine A
¢- dicyveligues d- tricycliques

Har
T
l CHaz )
S = e T
-~ N
HOoC | Tl I
e e, -

i i

T T - Py

HOOC =T HOOE CH,
ac. Agathique ac. Abiétique

Figure 16 : Exemples des quelques diterpénes.

b.Les composés aromatiques
Les composés aromatiques sont formes par les plantes comme sous-produits ou en
effet comme produits métaboliques définitifs et ont entreposé dans certains organes de la
plante, par exemple: (F. Chemat et al, 2007).
v' Thyme, sage et romarin (famille Lamiaceae): dans les cellules glandulaires, les
cheveux et les balances.
v Cannelle, laurier et cassia (famille Lauraceae): dans I'huile essentielle et les cellules de
la résine.
v Caraway, anis et coriandre (famille Apiaceae): dans canaux de I'huile essentiels qui se
produisent comme enterre des espaces cellulaires dans tissu de la plante.
v' Lemon, orange et bergamot (famille Rutaceae): dans lysigenous les réservoirs

sécrétoires ont formé a l'intérieur de la plante.

23




Chapitre Il Substances bioactives et Activités biologiques

11.1 .3. 3.2. Propriétés Physiques et chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont volatiles, ce qui les différencie des huiles fixes (J.L.
Guignard et al, 1985).Elles ne sont que tres rarement colorées. Leur densité est en général
inférieure a celle de I'eau (les huiles essentielles sassafras de girofle ou de cannelle constituent
des exceptions). Elles ont un indice de réfraction éleve et la plupart dévient la lumiére

polarisée.

Les huiles essentielles sont solubles dans les solvants organiques usuels, elles sont
liposolubles (Jean et Bruneton, 1993 ; J.L. Guignard et al, 1985).. Entrainables a la vapeur
d'eau, elles sont trés peu solubles dans l'eau; elles sont toutefois suffisamment pour
communiquer a celle-ci une odeur nette ( on parle d'eau aromatique ) (Jean et Bruneton,
1993).

Les colorants d’origine oxydative sont responsables de la couleur brune de certaines
huiles. Ils sont beaucoup plus génants que les précédents car ils ne sont que peu retenus par
les produits adsorbant utilisés pour décolorer les huiles (1. Amalia et Kartika,2005).

111.3. 3.3. Toxicité des huiles essentielles

Cet aspect de la connaissance des HE est dautant plus important que le
développement thérapeutique telles que I'aromathérapie (définie comme le traitement des
maladies par les essences de plantes ainsi que la connotation " produit naturel” attaché a ces
produits conduisent a une utilisation souvent abusive.

La toxicité chronique des huiles essentielles est assez mal connue; on mangue aussi
des données sur leurs éventuelles propriétés mutagenes, tératogénes ou cancérogenes.

On connait par contre beaucoup mieux le risque de toxicité aigue lie a une ingestion
massive, en particulier la neurotoxicité des huiles essentielles a thuyone ( thuya, absinthe,
tanaisie, sauge, officinale ) ou a pinocomphone (hysope): ces cétones induisent des crises
épileptiformes et tétaniformes, des troubles psychiques et sensoriels nécessitant I
hospitalisation.

De telles intoxications ne sont pas exceptionnelles. D'autres monoterpénes sont
également toxiques a doses fortes : camphre, menthol, (risque de spasme de glotte chez le
jeune enfant), cinéole, E-anéthole. Cette toxicité non négligeable conduit a adopter une
attitude prudent face aux pratiques telles que I'aromathérapie lorsqu'elles utilisent des HE -

pures et a doses fortes- par voie orale et, a fortiori, en mélange.
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11.1 .3. 3.4.Extraction des huiles essentielles :

La grande diversité des propriétés physico-chimiques de ces composés permet

d’utiliser plusieurs techniques d’extraction. Elles seront sélectionnées en fonction de la

\

composition chimique de I’huile essentielle ou de I’organe de la plante a extraire. Les

principales méthodes d’extraction couramment utilisées sont :

>

L'extraction au CO 2 : dans cette technique, un courant de CO 2 a forte pression sur
la matiere végétale fait éclater les poches a essence et entraine les huiles que I'on
récupere en I'état. L extraction se fait a la température de liquéfaction du gaz.
L'extraction au solvant(pentane, hexane, éther de pétrole): choisie en fonction de la
solubilit¢ des composés que I’on désire obtenir, la maticre végétale est soumise a
maceration pendant quelques heures.

L'expression : c’est une technique physique surtout réservé aux agrumes et qui
consiste a écraser les zestes pour en extraire les essences. Les composés volatils ne
subissent aucune modification chimique.

L’enfleurage : les fleurs sont mélangées a des graisses puis les huiles sont récupérées
pardissolution dans l'alcool.

La macération : les plantes macerent dans des huiles et I'on récupére les composés
liposolubles.

L’entrainement a la vapeur d'eau : c’est une technique plus utilisée a I’industrie et
un procédé rigoureux d’obtention des huiles essentielles. La plante peut étre mise
directement en contact avec de 1’eau qui est chauffée ou placée sur la grille perforée
d’un alambic et épuisée a la vapeur.

Hydrodistillation : les huiles obtenues avec un appareil de type clevenger .Le
matériel végétal sec est broyé, pesé et introduit dans le ballon avec une quantité d’eau
3 fois celle du matériel pesé, et le mélange est porté a ébullition. Les vapeurs se
condensent au niveau du réfrigérant et le distillat recueilli se décante dans le
séparateur en deux phases. La phase supérieure est constituée de I’huile essentielle
tandis que la phase aqueuse inférieure est recyclée dans le réacteur pendant toute la
durée de la distillation. Le volume d’huile est lu directement dans la tubulure graduée.
L’huile est ensuite décantée, séchée sur du sulfate de sodium anhydre, filtrée et
conservée dans un flacon hermétique a 4°C au réfrigérateur (Dubey, 2003 ; Lamarti.,
1994).
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11.2.Les activités biologiques étudiées
11.2.1.Activité antidiabétique
11.2.1.1.Généralité

Le diabéte est une maladie métabolique responsable de graves problemes de santé
publique.Il s’agit d’une affection chronique se traduisant par un taux de sucre ¢élevé dans le
sang. Le diabéte apparait lorsque la concentration du sucre est supérieure a 1,4 gramme par
litre. L’exces chronique de sucre dans I’organisme est causé par un dysfonctionnement du
pancréas, qui ne produit plus normalement 1’insuline chargée de la dégradation des glycoses
apportés par I’alimentation. Par ailleurs, il peut étre favorisé par les troubles de I'utilisation du
glycose au niveau des cellules de tissus musculaires, les facteurs héréditaires et
environnementaux ainsi que par d’autres pathologies (Deteix, 2005).

Les incidences du diabéte sur 1’organisme se manifestent sous forme de graves
complications et d’autres troubles (métaboliques, dégénératives, infectieuses, acidocétoses,
affections cardio- vasculaires et rénales). Selon I’OMS, on estime a 135 millions le nombre de
diabétiques dans le monde avec une préevision de 300 millions de personnes susceptibles
d’étre atteintes en 2025. Cette prévalence est en augmentation continue dans les pays
industrialisés et les pays en développement.(Deteix, 2005).
11.2.1.2.Diabete sucré

Le diabéte est défini par une hyperglycémie chronique liée soit a un trouble de la
sécrétion de I’insuline, soit & un trouble de 1’action de I’insuline, soit les deux (Raccah,
2004).L’insuline est une hormone produite par le pancréas, revét un caractére essentiel dans la
régulation de la glycémie, puisque c'est la seule hormone ayant une action hypoglycémiante.
Une carence ou un défaut d’insuline entraine une hyperglycémie chronique qui est la cause
principale de la survenue des complications dégénératives de la maladie diabétique mais
celles-ci sont néanmoins susceptibles d’étre évitées ou tout au moins retardées par un
traitement adéquat(Karimulla and Kumar, 2011).

a. Diabéte de type |

Autrement appelé diabete insulinodépendant ou diabéte juveénile, est une maladie
majoritairement auto-immune (90% des cas). Elle est le résultat de la destruction des cellules
B des Tlots de Langerhans du pancréas. Dans de cas rares, ce type de diabete est considéré
comme étant idiopathique, ou les causes restent encore inconnues. La destruction des cellules
3 conduit a une carence quasi complete de I’insuline et par conséquent, une ¢lévation de la
glycémie sanguine. Lorsque cette hyperglycémie se manifeste cliniquement, prés de 80 % des

cellules B sont ravagées (Pirot et al., 2008).
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b. Diabete de type Il

Souvent appelé diabéte adulte ou insulino-indépendant, le diabéte de type 2 est un
trouble métabolique qui se caractérise par une glycémie élevée dans le contexte de la
résistance a l'insuline et de la déficience relative en insuline, et qui affecte habituellement les
adultes ageés de plus de 40 ans. Par contre, de plus en plus de jeunes enfants ayant un surpoids
en souffrent également (Simoneau and Garand, 2011)
11.2.1.3.Diabete gestationnel

Le diabéte gestationnel se caractérise par ’apparition ou la reconnaissance de
I’intolérance au glucose observée au cours de la grossesse. Ce diabete, présent dans 2 a 4%
des grossesses, peut parfois avoir des conséquences néfastes aussi bien sur le bébé que sur la
mere (WHO, 1999)
11.2.1.4.Diabete secondaire (spécifique)

La classe des autres types particuliers de diabétes secondaires est associée a une
cause bien définie. Il s’agit des diabétes pancréatiques, endocriniens, diabete insipide ou
diabete cortico-induit des formes monogéniques de diabéte ou des diabétes associés a un
syndrome génétique ou provoqués par des agents chimiques. Toutefois, ces affections sont
relativement peu connues (WHO, 1999).
11.2.1.5.Diagnostic du diabéte sucré

Le diagnostic clinique du diabéte est souvent suspecté devant des symptomes tels
qu'une augmentation de la soif et du volume urinaire, des infections récurrentes, une perte de
poids inexpliquée et, dans les cas graves, une somnolence et un coma. Une estimation de la
glycémie unique supérieure aux valeurs diagnostiques indiquées établit le diagnostic dans de
tels cas. Un test de tolérance au glucose par voie orale (OGTT) pour établir un diagnostic ne
doit étre pris en compte que si les valeurs glycémiques sont incertaines et si les taux de
glycémie a jeun sont inférieures a ceux qui établissent le diagnostic de diabéte (Alberti, 2010)
11.2.1.6. Traitement du diabete sucré

a. Traitement par médicaments
a.l.L’insulinothérapie
Le traitement du diabéte sucré de type 1 est basé sur I’insuline en administrationstrictement
controlée (Thiebauld et Sprumont, 2012). Le but de l'insulinothérapie est d’ajusterla
glycémie dans des valeurs normales afin de minimiser ou retarder les complications nocivesde
la maladie sur les tissus et les organes cibles. Souvent, de nombreux ajustements
sontnécessaires pour trouver un équilibre entre la glycémie optimale et I'nypoglycémie

D’autreseffets, métaboliques ou non, sont contribuent aussi aux bénéfices cliniques de
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I’insulinothérapie(Ingels et al., 2006). L’insuline a un réle majeur dans le maintien de
I’homéostasie dumétabolisme; il active la glycogénése, la glycolyse, la lipogenése et la
synthese protéique, et ilinhibe la gluconéogenese et la lipolyse (Zerriouh, 2015).

a.2.Les antidiabétiques oraux
Les antidiabétiques oraux sont le plus freqguemment responsable au traitement des maladies
diabétiques de type 2. Ce traitement est basé sur quatre supports qui doivent étre mis a jour
viaune plateforme éducative (hygiene alimentaire, exercice physique, antidiabétiques oraux,
insuline et correction des facteurs de risque vasculaire) (Hirszowski et al., 2001). Les classes
médicamenteuses disponibles dans le monde sont :
- Les biguanides avec un seul principe actif, la metformine.
- Les insulinosécreteurs avec deux classes : Les sulfamides hypoglycémiants et les glindines.
- Les inhibiteurs des alphaglucosidases : Acarbose et Miglitol.
- Les thiazolidinediones (glitazones).
- Les Inhibiteurs des DPP-4 (Gliptines).

b. Traitement naturel

Malgré la présence de médicaments antidiabétiques connus sur le marché
pharmaceutique, les remédes a base de plantes médicinales sont utilisés avec succes pour
traiter cette maladie (Kooti et al., 2016). De nombreux traitements traditionnels contre le
diabéte sont utilisés dans le monde entier. Les médicaments a base de plantes et les
formulations a base de plantes sont souvent considérés comme moins toxiques et ont moins
d'effets secondaires (Annapurna et al., 2001),et pendant des millénaires, les plantes
médicinales ont été une source précieuse d'agents thérapeutiques, et beaucoup de
médicaments d'aujourd'hui sont des produits naturels & base des plantes ou de leurs dérivés
(Atanasov et al., 2015).

Plusieurs composés phytochimiques dont les flavonoides, alcaloides, glycosides,
polysaccharides, saponines... obtenus a partir de plantes ont été rapportés pour posséder une
activité hypoglycémique (Grover et al., 2002).

> Les flavonoides

Certains flavonoides ont des propriétés hypoglycémiques parce qu'ils améliorent les
métabolismes oxydatif et glucidique altérés chez les diabétiques (Song et al., 2005). La
quercétine est un flavonoide important connu pour améliorer l'activité hépatique de la
glucokinase, probablement par I'amélioration de la libération d'insuline des d'ilots
pancréatiques. Il exerce également un effet stimulateur de la sécrétion d'insuline par

modification de la concentration du calcium (Vessal et al., 2003). La génistéine et les
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isoflavonoides du soja testés sur des rats Zucker obeses (modéle de diabete de type Il) ont
amélioré considérablement le métabolisme des lipides et du glucose (Mezei et al., 2003).

> Les alcaloides

Les alcaloides sont des amines produites naturellement. Le resveratrol est une

phytoalexine qui augmente la captation du glucose chez des rats rendus diabétiques par la
streptozotocine (Penumathsa et al., 2008). La berbérine extraite a partir de Tinospora
cordifolia est connu pour son activité hypoglycémique puissante (Singh et al. 2003). Les
alcaloides tels que la catharanthine, la vindoline et la vindolinine isolées de Catharanthus
roseus (L) ont été également rapporté pour diminuer le taux de la glycémie (Chattopadhyay
et al., 1999).

> Les polysaccharides:

Les plantes médicinales comme Aloe vera (L.), Ocimum sanctum (L.), et Alpinia
galanga (L.) contiennent des polysaccharides qui augmentent le taux d'insuline et possédent
des propriétés hypoglycémiques. Un polysaccharide lié a une protéine isolé de la citrouille a
montré une capacité d'augmenter le taux d'insuline sérique, de réduire le niveau de glucose

dans le sang et d'améliorer la tolérance au glucose (Mukherjee et al., 2006).

L’activité antidiabétique des plantes peut dépendre de plusieurs mécanismes (Jarald
et al., 2008; Khalil et al., 2016; Singh, 2011).
» Réduction de la résistance a I’insuline.
» Stimulation de la sécrétion d’insuline a partir des cellules Pou/et inhibition du
processus de dégradation de I’insuline.
» Apport de quelques éléments nécessaires comme le Calcium, le Zinc, le Magnésium,
le Manganeése et le Cuivre pour les cellules .
Régénération ou/et réparation des cellules pancréatiques P 1ésées.
Effet protecteur de la destruction des cellules f.
Augmentation du nombre de cellules B dans les ilots de Langerhans.
Inhibition de la réabsorption rénale du glucose.

Inhibition des B-galactosidase, a-glucosidase et a-amylase.

YV V V V V V

Prévention du stress oxydatif, qui peut étre impliqué dans le dysfonctionnement des
cellules f.

» Diminution des activités du cortisol.

11.2.2.Activité antimicrobienne
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11.2.2.1.Les micro-organismes étudiés
a. Les bactéries

a.l. Bacillus cereus

L’espéce Bacillus cereus, est une bactérie ubiquitaire responsable de toxi-infections
alimentaires et d’infections opportunistes, locales ou sys - témiques. Les toxi-infections
alimentaires déterminent deux tableaux cliniques distincts en fonction du type de toxine
produite : un syndrome diarrhéiqgue et un syndrome émétique. Leur incidence est
probablement sous-estimée dans notre pays. En effet, la responsabilité de B. cereus est parfois
difficile a démontrer, car il existe, chez I’homme, un portage digestif fréquent. La démarche
diagnostique doit donc affirmer le caractére entéropathogéne de la souche responsable en
tenant compte d’un ensemble d’arguments épidémiologiques, cliniques et bactériologiques.
Les infections locales et systémiques surviennent sur des terrains prédisposés : plaies
opératoires, blessures et effractions cutanées pour les infections locales, immunodépression
et/ou cathétérisme pour les infections systémiques. Elles posent de fréquents problémes
diagnostiques, car B. cereus est une bactérie présente dans I’environnement hospitalier, et
I’isolement d’une souche a partir d’un produit pathologique fait toujours évoquer la possibilité

d’une contamination du prélévement.( R. Teyssou et al,1998).

Figure 17 : Bacillus cereus

a.2.Staphylococcus aureus

L’espeéce S. aureus (plus communément appelé staphylocoque doreé), est une bactérie
pathogéne majeure pour I’homme. Elle est responsable d’infections suppuratives
superficielles et profondes ainsi que de syndromes liés a 1’action de toxines. Elle est retrouvée
de fagcon constante sur la peau et des muqueuses de I’homme et des animaux a sang chaud.
Elle est donc aux premier loges pour provoquer des toxémies telles que le syndrome de choc

toxique, 1’intoxications alimentaires et les infections opportunistes (par exemple, un simple
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furoncle, endocardite et septicémie). Ce large panel d’infection est 1ié au facteur de virulence

de cette bactérie (Le Loir et Gantier, 2009 ; Bisognano, 2001).

Figure 18 : Staphylococcus aureus

a.3.Escherichia coli :

L’espéce Escherichia coli(E. coli) est une bactérie qu'on retrouve naturellementau
sein de la flore intestinale, elle en constitue méme 80 %. Toutefois, il existe plusieurs souches
différentes d'E.coli et, si certaines sont sans danger et nécessaires au bon fonctionnement
du microbiote intestinal (elles empéchent le développement d'autres bactéries et interviennent
dans la production de vitamine K), d'autres, quoi que moins nombreuses, sont plus nocives.
Ainsi, plusieurs types d'Escherichia coli sont susceptibles de provoquer des infections
(notamment intestinales) de gravité variable.

Escherichia coli responsable des infections urinairestouche essentiellement les femmes (en
raison de la proximité entre I'anus et l'urétre). Toutefois, tout le monde est susceptible de développer
une infection a E. coli puisque la contamination se fait par voie oro-fécale et qu'il est possible d'étre
victime d'une intoxication alimentaireen consommant :

» de la viande contaminée (ayant été en contact avec des matiéres fécales)
insuffisamment cuite (ou mangée crue comme du carpaccio de beeuf par exemple) ;

> des fruits et légumes nettoyés avec de I'eau souillée ;

» des produits laitiers (notamment le lait cru) ou des jus de fruits non pasteurisés
(topsante)
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Figure 19 : Escherichia coli

a.4.Pseudomonas aeruginosa

L’espéceP. aeruginosa est I’espéce du genre Pseudomonas la plus rencontrée en
pathologie infectieuse. C’est une espece bactérienne ubiquitaire, comme toutes les especes du
genre Pseudomonas ou apparenté. Ces bactéries ont des exigences nutritives peu importantes
et sont capables de survivre dans [’environnement (eaux, surface, air, aliments) et
particulierement en milieu humide. Elle est classée dans les pathogénes opportunistes. Les
infections pourront avoir une origine endogéne ou exogene. Dans les infections
communautaires, elle est responsable principalement de broncho-pneumopathies évoluant sur
un mode chronique dans la mucoviscidose et les affections respiratoires dues a la dilatation
des bronches ; d’otites externes, d’endophtalmies apres traumatisme, d’infections cutanées
dans les ulceres.

Dans les infections nosocomiales, elle est impliquée dans les pneumopathies chez les malades
sous respirateur, les infections urinaires chez les malades sondés, les infections cutanées

secondaires a des brdlures, les infections ostéo-articulaires sur matériel.( Danielle,2011)

Figure 20 : Pseudomonas aeruginosa
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b. Les Champignons

b.1.Candida albicans

Ces levures, agents des candidoses humaines, sont des microorganismes eucaryotes
responsables d'un nombre non négligeable d'infections d'origine fongiques. Les levures du
genre Candida peuvent étre a l'origine de mycoses superficielles ou invasives. Le genre
Candida comprend plus de deux cents espéces (Chabasse D et al,1999) ,mais seule une
dizaine d'entre elles sont impliquées dans un processus pathologique.

C'est le genre le plus fréguemment en cause en pathologie humaine puisqu'il est
responsable de plus de 80 % des mycoses a levures rencontrées chez 'nomme (Chabasse D et
al,1999) .La principale espece pathogéne est Candida albicans bien que d'autres espéces
comme Candida tropicalis, Candida parapilosis, Candida glabrata et Candida krusei soient de

plus en plus fréqguemment isolées des prélévements biologiques (Chabasse D Et Al,2006).

Figure21 :Candida albicans

b.2.Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum est un champignon cosmopolite se nourrissant de matiére en
décomposition et pouvant survivre au sol dans les débris infectés entre les périodes de
cultures. F. oxysporum comprend une multitude de formes spécialisées .Chaque forme
specifique affecte une diversité d'hétes qui lui est propre. Par exemple, Fusarium oxysporum
chrysanthemi affecte des plantes de la famille des astéracées. Toutes ces caractéristiques
rendent la gestion de la maladie complexe et le champignon est difficile a éradiquer une fois
qu’il est présent sur un site, d'autant plus que les traitements phytosanitaires donnent des
résultats limités. Les plantes infectées finissent toujours par mourir.( Louise Voynaud, M.
Sc. Biol,2022)
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Figure 22 : Fusarium oxysporum

11.2.2.2.Les antimicrobiens

a. Les antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances antimicrobiennes d'origine biologique , qui agissent
a faible concentration sur les microorganismes en bloquant des étapes métaboliques
indispensable s a leur survie ou a leur croissance . Ce mode d'action ne se traduit pas
forcément par la mort de I'agent infectieux , mais la multiplication en est toujours interrompue
. Dans ce cas , l'organisme a le temps d'édifier sa réponse et ce sont les mécanismes de
défense qui éliminent le germe.( Michel C.,1981) .

b. Phytomolécules antimicrobiennes
Aujourd’hui, plusieurs de ces phytomolécules ont déja été décrites mais un grand nombre
reste encore mal connu et non caractérisé. Ces composes constituent les principes actifs des
plantes médicinales exploités dans la médecine traditionnelle.
En se basant sur leurs structures chimiques, ces phytomolécules issues des metabolites
secondaires sont classées en quatre grands groupes chimiques : composés phénoliques,
alcaloides, terpénes et autres constituants (dérivés simples des métabolites primaires.(Moroh,
J. L. A.,2013).
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Chapitre I11Matériel Et Méthodes

I111.1.Matériel
111.1.1.Matériel végétal
La plante R.suveolans a été collectée de la région de Boussadda dans la wilaya de
M’sila. La récolte est effectuée en période de maturité (floraison) en mois de Mai de I’année
2020 par le professeur Rebbas Khalef de I'universit¢é de M’sila.Les parties aérienne de la
plante ont été séchées a I’air libreet & I’ombredurant une période de deux mois, puis découpée
en petits morceaux et broyées finement a 1’aide d’un broyeur électrique et conservées dans un

endroit sec et aéré a température ambiante jusqu’a 1’utilisation.
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Figure 23 : Localisation et représentation photographique de la plante sélectionnée

111.1.2.Matériel du test de ’activité antimicrobienne
111.1.2.1.Les souches microbiennes
L’activité antimicrobienne de I’huile essentielle et de différents extraits bruts de la

partie aérienne (feuilles, fleurs, et tiges) de notre plante d’étude a été évaluée sur quatre
souches bactériennes Gram positif et Gram négatif appartenant al’American Type Culture
Collection (ATCC), et deux souches fongiques : Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Bacillus cereus(ATCC 10876), Escherichia coli (ATCC 25922) et Pseudomonas
aeruginosa(ATCC 27853) sont fournis par D’institut Pasteur d’Alger, Candida albicans
(ATCC10231) et Fusarium oxysporum f.sp lycopersici sont fournis du laboratoire de
mycologie du centre de recherche en biotechnologie de Constantine.

111.1.2.2.Milieux de culture

Les milieux de cultures utilisées sont fournis de I’institut Pasteur d’Alger. La gélose de
Mueller Hinton (MH) a été utilisée comme un milieu de culture des bactéries testées, la gélose
Sabouraud et PDA ont éte utilisée comme des milieux de culture des champignons
testés,d’autres milieux de culture ont été également utilisés comme, le Bouillon Nutritif (BN),

la gélose Nutritive (GN), I’ecau physiologique stérile et le Bouillon Mueller-Hinton.
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111.1.3. Matériel du test de I’activité antidiabétique
NaOH pour la préparation du Tampon sodium phosphate, L’enzyme alpha-glucosidase,
Substrat de 1’enzyme(p-nitrophényl-a-D-glucopyranoside), Acarbose come un standard.
111.2.Méthodes
111.2.1. Méthode de préparation des extraits
111.2.1.1. L’extrait aqueux
La méthode d’extraction consiste a mettre 20 g de poudre de la plante dans 200 ml de
I’eau distillée. L’opération est répétée trois fois pendant 3 jours a température ambiante et a
I’obscurité. Apres filtration, les trois filtrats sont recueillis et lyophilisés dans un
Lyophilisateur de type CHRIST alpha 1-4 LD PLUS, puis conservés a une température basse
(4°C) jusqu’a Iutilisation.
111.2.1.2. Les extraits organiques
La méthode d’extraction consiste a macérer 20g de poudre de la partie aérienne de
notre plante dans 200ml de chaque solvant (Méthanol (70/30), Acétone et Dichlorométhane)
pendant 24 heures a température ambiante et a 1’obscurité avec renouvellement du solvant
trois fois successif. Ensuite la filtration sous vide est réalisée pour chaque macération. Les
trois solvants ont été récupérés du filtrat par évaporation dans un Evaporateur rotatif de type
BUCHI, a une température de 40 a 50 °C. Les extraits obtenus ont été conservés au 4°C

jusqu’a I’utilisation.

Figure 24 : Appareil d’évaporateur rotatif
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La figure ci-apres (Fig 25) résume le processus de préparation des extraits brut de la

plante R.suveolans

Partie aérienne séchée de la plante

Broyage au broyeur *
électrique
La poudre végétale (20g)
* Macération dans 200 ml du solvant
(MeOH, ACT, DCM, H20)
Macérat
Résidu Filtrat
Lyophilisation a I’aide E\faporation a l’ai\de d’un

d’un lyophilisateur évaporateur (40a50C)

Extrait aqueux Extrait organique

Figure 25 : Protocole de préparation de différents extraits bruts de R.suveolans
111.2.1.3.Les huiles essentielles
La méthode d’extraction consiste a émerger 100g de la matiére végétale dans 1000 mi
de I’eau distillée dans un ballon en verre,Le mélange ensuite est porté a 1’ébullition pendant3
a 4 heures a I’aide d’un chauffe ballon. Les vapeurs d’eau chargées d’huile essentielle passent
a travers le réfrigérant ou aura lieu la condensation, ensuite on les recueille sous forme de
distillat dans une ampoule adécantée. L’huile essentielle ainsi obtenue est récupérée puis
traitée par un déshydratant (le sulfate de magnésium MgSO4) pour éliminer la quantité d’eau
susceptible d’avoir été retenue dans I’huile. Les huiles essentielles obtenues doivent étre

conservées dansdes flacons bruns a température basse (4 C°) jusqu’a I’utilisation.

Figure 26 :Appareil d’hydrodistillation
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111.2.2.Méthode de préparation des solutions des extraits
Des solutions meéres de chaque extrait ont été préparées a une concentration
équivalente a 4mg/mL de poudre lyophilisée ou concentrée. Pour avoir cette concentration
4mg de la poudre végétale est pesée puis dissoute sous sonication dans un volume de 1000ul
du solvant contenu dans un micro tube (Méthanol pour les extraits organiques, 1’eau distillée
pour I’extrait aqueux, et le DMSO pour I’huile essentielle). Ensuite une série de 6 dilutions
(1/2), (1/4), (1/8), (1/16), (1/32), (1/64), ont été préparés pour tous les échantillons.

111.2.3.Analyse des Huiles essentielles
La caractérisation phytochimique de I’huile essentielle de notre espéce a été réalisée par
la technique de chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrophotométrie de masse
(GC/MS). L’analyse a été effectuée au niveau de laboratoire de recherche sur les plantes au
Département de Chimie a 1’Université Tokat Gaziosmanpasa, Turquie.Les conditions
d’analyse etaient les suivants :
> La colonne est capillaire de type DB-5 (30m x 0,25 mm id, épaisseur de film 0,25
pum).
> Latempérature du four a été programmée en passant de 60 C° a 250°C a 6°C/min.
» Latempérature de I’injecteur est 220°C.
» L’Injection effectuée est en mode split (1uL d’échantillon).
L’identification des constituants a été basée sur la comparaison de leurs indices de

rétention (IR) déterminés par rapport au TR d’une série de n-alcanes(C8-C20).
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Figure 27: Appareil de GC/MS
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111.2.4. Méthode d’évaluation de I’activité antidiabétique

111.2.4.1. Tampons et réactifs a préparer :

o Tampon sodium phosphate 100 mM, pH 6,9.

o Solution d’enzyme (0.1U/ml) : dissoudre 1 mg d’enzyme alpha-glucosidase dans 10
ml de tampon phosphate 100 mM, pH 6,9 (Solution stock) et aliquoter chaque 01 ml
dans un Eppendorf

o Solution de substrat p-nitrophényl-a-D-glucopyranoside (5mM) : dissoudre 15.06 mg
dans 10 ml de tampon phosphate, 100mM, pH 6,9.

o Standard (Acarbose Img/ml) : dissoudre Img d’acarbose dans 1 ml d’eau distillée ou
tampon phosphate, 100mM, pH 6,9.

111.2.4.2..Protocole de I’activité :

L’activité antidiabétique de nos extraits a été évaluée vis-a-vis I’enzyme alpha-
glucosidase selon le protocole décrit parLordan et ces co-auteurs (2013). Une solution de
50ul d'extrait de plante préparée dans le méthanol a des concentrations différentes, et une
solution de 50ul de substratont été déposées dans une microplaquede 96 puits. Apres dix
minutes d’incubation du mélange dans une étuve a 37°C, un volume de 100 pl de solution de
I’enzyme préparée dans un tampon phosphate est ajouté. L'absorbance a été mesurée a 405
nm. Pour la comparaison de l'activité des extraits, 1’ Acarbose a été utilisé comme standard
dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les extraits.La capacité
inhibitrice de ’enzyme a été calculée selon I'équation suivante :

(1%)= [Absorbance de I’extrait-Absorbance de Blanc (Substrat+ Extrait + Tampon de
I’enzyme)]/Absorbance de control (Enzyme + Substrat + Solvant de I’extrait) x 100
111.2.5.Méthode d’évaluation de I’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne de nos extraits a été evaluée vis-a-vis quatre souches
bactérienne et deux souches fongiques en utilisant des méthodes différentes.

111.2.5.1.Méthode de diffusion sur gélose ou méthode de disques
Pour I’évaluation de I’effet antimicrobien des extraits obtenus par la méthode de
diffusion en milieu solide, nous avons utilisés quatre souches bactériennes pour I’activité
antibactérienne en utilisant 1’agar Muller- Hinton, et une souche de levure pour 1’activité
antifongique en utilisant 1’agar Sabouraud. Le principe de cette méthode est base sur la
diffusion des échantillons d’extraits du disque vers le milieu de culture ensemencé par la
souche a tester. Le protocole utilisé est celui d’écrit par Berghe et Vlietinck (1991)

avecquelques modifications. Tous d’abord, Les différentes souches microbiennes doivent étre
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repiquées par la méthode de stries serréesafin d’isoler des colonies jeunes de 18 a 24h, qui
vont servir a la préparation de la suspension microbienne(10°UFC/ml). Apres 15 min de la
préparation de la suspension, I’ensemencement en surface est ensuite effectué par
écouvillonnage, le frottement de 1’écouvillon sur le plat de Pétri a été répété trois fois en
tournant a chaque fois le plat d’un angle de 60°.Des disques stériles en papier wattman
numero 4 et de diamétre 6 mmsont déposés a la surface des géloses ensemencées puis
imprégnés de 10 ul de chaque extrait dilué dans le DMSO (8mg/ml). Des disques imprégnes
de 10 pl de DMSO ont été utilisés comme témoin négatif, et des disques de gentamicine et de
nystatine ont été pris comme témoins positifs.Les plats de pétries ont été ensuite incubées
a37°C pendant 24 h pour les bactéries et & 30°Cpendant 48 h pour la levure. La mesure des
diametres des halots d’inhibition entourant lesdisques contenant les extraits a tester a
étéréalisée. Tous les tests ont été réalisés en trois exemplaires.
D’aprés De Billerbeck (2007), la sensibilité d’un germe est nulle pour un diamétre
(8 < a 6mm), la sensibilité est intermédiaire pour un diamétre (6mm < @ < 13mm),et pour un
diametre (@ >a 13mm) le germe est trés sensible.
111.2.5.2.Méthode des puits

Pour I’évaluation de I’effet antimicrobien des extraits obtenus par la méthode de puits,
nous avons utilisés le méme protocole de la méthode précédente en remplacant les disques par
des puits.
La figure ci-apres (Fig 31) résume le principe et le mode opératoire de méthode de

disques/Puits
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Culture microbienne
jeune de 18 a 24h

\

Suspension microbienne
(10° UFC/mI)

o

—._ Ensemencement en surface
. par écouvillonnage

Préparationdes puits

{ o 5 — 7~ Application et imprégnation des
+ Dépot de 104l d'échantitlont.2_ O S —__ disques (10Lﬁldigsque)

( ‘6* & O . Formation des C. )
w halotsd’inhibition w
Figure 28: Protocole de la méthode de diffusion sur gélose par disques/Puits
111.2.5.3. Méthode de micro-dilution en milieu liquide et solide

Cette méthode a été réalisée pour la détermination des concentrations minimales
inhibitrices, et la concentration minimale bactéricide de nos extraits vis-a-vis les souches
microbiennes testées.

La CMI correspond a la concentration la plus faible en échantillon capable d’inhiber
la croissance microbienne. La méthode consiste a préparer dans une microplaquea 96 puits
des dilutions en série des extraitsde la plante dans le bouillon Muller Hinton.
Ensuite,unvolume de 50pul de la suspension microbienne aune densité cellulaire d’environ 10’
UFC/ml est ajouté dans chaque puits. En paralléle un contr6le ne contenant pas les extraits
testés a eté utilisé comme témoin négatif et la gentamycine a été utilisé comme témaoin positif.
Les microplaques ainsi préparées ont été incubées a 37°C pendant24 heures.

La CMB correspond a la concentration la plus faible de I’extrait qui entraine la mort
du microorganisme considéré aprés 24heures d’incubation. La méthode de détermination de la
CMB consiste a déposer des spots a partir des puits positives de la CMI dans des boites de
pétri contenants la gélose de Muller Hinton. Les boites ensuite sont incubées dans a 37°C

pendant 24 heures.
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111.2.5.4. Méthode de contact direct

L’activité antifongique des différents extraits de notre plante sur la croissance
mycélienne du champignonphytopathogene Fusarium oxysporum a été évaluée par la
méthode de contact direct en milieu solide PDA.Le protocole utilisé est celui d’écrit parSong
et ces co-auteurs (2004).Tout d’abord, des boites de pétri stériles sont coulées aseptiqguement
par une solution de I’extrait de plante a tester préparé dans le DMSO avec une concentration
de 5mg/l, et 100 ml de milieu de culture PDA. Les boites sont ensuite laissees refroidir et
sécher sur paillasse pendant 15 min. D’une part, Des disques de 5 mm de diamétre ont été
préparés a partir d’une culture jeune de champignon. Ensuite, Un disque de champignon est
déposé aseptiquement au centre de chaque boite de Pétri coulées préalablement par la gélose
PDA et I’extrait a tester. Les boites de pétri sont ensuite incubées a 28 °C pendant 7 jours. En
paralléle, des témoins de 1’expérience ont été préparés. Une solution de DMSO et milieu de
culture PDA est utilisée comme un témoin positif et le milieu PDA seul est utilisé comme un
témoin négatif.

Selon Dennis et al. (1971), I'activité antifongique est exprimée en pourcentage
d’inhibition de la croissance mycélienne de champignon par I’extrait a tester et calculée selon
la formule suivante :Taux d'inhibition (1 %)= (C-T / C) x 100
C= Croissance radiale du champignon en mm sur le PDA avec DMSO (témoin positif)

T= Croissance radiale du champignon en mm sur le PDA contenant I’extrait a tester

La figure ci-apres (Fig32) résume le principe et le mode opératoire de méthode.
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Figure 29:Protocole de la méthode de contact direct.
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Chapitre 1VRésultats et Dicussion

IV.Résultats et discussion
IVV.1.Composition chimique des huiles essentielles de R.suaveolans

Le chromatogramme et les résultats d’identification de la composition chimique de

I’huile essentielle de la partie aérienne de la plante R.suaveolanssont représentés dans le

tableau et les figures.
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Figure 30: Chromatogramme de I’huile essentielle de R.suaveolans

Tableau 06:Composition chimique de I’huile essentielle de I’espéce R.suaveolans

Composées RT Rlexp R it Pourcentage (%0)
1 Linalool L 28.82 1099 1098 3.83

2 a-terpineol 33.66 1173 1171 3.98

3 B-Cadinene 35.56 1475 1472 4.18

4 Caryophyllene oxide 42.00 1574 1573 6.48

5 | (-)-Spathulenol 45.13 1577 | 1575 | 30.50

6 | 2-Hydroxy-2,4 4-trimethyl-3-(3-methylbuta- | 46.18 | 1632 [1629 | 3.64

1,3-dienyl)cyclohexanone

7 tau.-Cadinol 46.56 1640 1640 8.95
8 tau.-Muurolol 47.62 1649 1647 10.91
9 a-Eudesmol 47.70 1653 1652 11.64
10 | Tetradecanoic acid 51.52 1741 1740 15.90
Monoterpéne oxygené (1, 2) 7.81
Sesquiterpéne (3) 4.18
Sesquiterpéne oxygéné (4,5, 7, 8, 9) 68.48
Autres (6, 10) 19.54

Total identifié 100
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Rlexp = Retention indices calculated from n-alkane series (C8-C20) in DB-5 capilary column.
Rlii: = Retention indices of literatures
RT = Retention times
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Figure 31: Les composés majoritaires de I’huile essentielle de R.suaveolans

L’examen de résultat d’analyse par GC/MS fait apparaitre que 1’huile essentielle de
la plante R.suaveolans récoltée & Boussaada, wilaya de M’sila est constitué de 10 composés
représentant 100 % de la totalité¢ de 1’huile, dont les sesquiterpénes oxygénés enregistrent le
taux le plus élevé (68.48%), suivis par les monoterpénes oxygénés(7.81%), puis les
sesquiterpénes hydrocarbonés (4.18%).0n note également 1’absence de mono terpénes
hydrocarbonés. Les composés majoritaires de cette huile essentielle sont :(-)-Spathulenol
(30.50%), Tetradecanoic acid (15.90%),a-Eudesmol (11.64%),tau.-Muurolol (10.91%),tau.-
Cadinol (8.95%), et Caryophyllene oxide (6.48%), Les autres composes représentent les
composés minoritaires, leurs pourcentages sont respectivement (p-Cadinene4.18%,a-
terpineol3.98%,Linalool L3.83% , et 2-Hydroxy-2,4,4-trimethyl-3-(3-methylbuta-1,3-
dienyl)cyclohexanone3.64%).D’apres ces résultats, cette huile est caractérisée par la
dominance des composés sesquiterpeniques avec un taux égal a 72.66%.

Selon la bibliographie, deux études ont été déja réalisées sur la composition chimique
de I’huile essentielle de 1’espece R.suaveolans, mais dans deux régions de récolte différentes
de la nbtre, une investigation menée par Chemsa et al.(2015)a démontré que [I’huile

essentielle de la partie aérienne de R.suaveolanspoussant en saharaalgérienne est constituée de
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20 composés représentant 98.01% de la teneur totale en huile, avec le périllaldéhyde (45,79
%),Caryophylléne oxyde (24,82%), p-cadinol (5,61%), B-caryophylléne (5,17%), 8-cedren-
13-ol (4,98%). B-pinéne (3,21 %) et l'a-irone (1,62 %) comme constituants majoritaires de
I’huile. D’apres ces résultats, nous notons une variation qualitative et quantitative entre cette
huile essentielle et I’huile essentielle de notre étude. En effet, nous remarquons la dominance
des composés mono terpéniques (48.25%). D’autre part, Ben Salah et al.(2019)ont rapporté
la composition chimique des fleurs de R.suaveolans poussant en Sfax, Tunisie, I’huile est
caractérisée également par la dominance des mono terpenes (88.58%), dont les composés
majoritaires sont : a-pinene (25.84 %), B-pinene (17.57%), 1-octen-3-ol (16.23 %), camphene
(12.28 %),limonene (8.03 %), p-myrcene (5.13 %),pinocarvone (2.98 %) et p-cymene (2.51
%), avec la présence seulement d’un composé¢ commun (Linalol), ainsi qu’une différence
presque pour la plupart des composantscomparativement a celui noté dans I’huile essentielle
de notre étude. Cette différence de composition chimique entre ces huiles essentielles de la
méme espéce peut étre liée aux nombreux facteurs tels que l'origine géographique, le
métabolisme adaptatif de la plante, la partie de la plante étudiée,la période de récolte, et les
conditions d’extraction et d’analyse de I’huile (Tounsi et al, 2011 ;Hajlaoui et
al.2016 ;Kchaou et al,2016).

Des études antérieures montrent une diversité aussi dans la composition chimique
des huiles essentielles des espéces appartenant au genre de Rhanterium, une étude réalisée par
Hamia et al. (2013)sur les huiles essentielles des fleurs de R.adpressumde la région de
Laghouat, a révélé la présence de 25 composés, les composés dominants de cette huile
essentielle étaient des mono terpenes : lecamphéne (21,8 %), le myrcene (19,3 %) suivi par
I’o-pinéne (17,4 %),Cependant,le spathulénol (19,6%), le p-eudesmol (15,2%), le
bicyclo[4.4.0]déc-1-éne,2-isopropyl- 5-méthyl-9-méthylene ( 12,9 %) et le B-cadinol (11,3 %)
ont été identifiés comme constituants majoritaires de la partie aérienne de la méme espéce
collectée du Ghardaia (Gherraf et al. 2009). cela confirme I’influencede la région de récolte
et la partie de la plante sur la composition de I’huile.

Une autre étude réalisée par Awad et Abdelwahab, 2016, a démontré que I’huile
essentielle de différentes parties de ’espéce R.eppaposumest constituée de limonene, linalol,
4-terpinéol et a-cadinol pour les fleurs, limonéne, sabinéne, a-pinéne et B-myrcene pour les
feuilles, tandis que le linalol, ionole, a-cadinol, B-eudesmol, 4-terpinéol et a-terpinéol étaient

les principaux constituants de I'huile de tiges.
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L’analyse de ces résultats montre que le pourcentage des composés sesquiterpéniques
est le meilleur dans I’huile essentielle de R.suaveolans de notre étude, mais c’est le contraire
pour les huiles essentielles de R.suaveolans du Tunisie, les huiles essentielles de
R.epapposumoriginaire de 1’ Arabie saoudite, et les huiles essentielles originaire de 1’ Algérie
(Laghouat), ou le taux élevé de composés est représenté par les mono terpénes. L’huile
essentielle de I’espéce R.adpressum récolté a Ghardaia est caractérisé par un taux élevé en
sesquiterpénes, ceci est en accord avec nos resultatsou les sesquiterpénes sont les composés
dominants.

IV.2.Activité antidiabétique
Les différents extraits de la partie aérienne de notre plante ont été évalués in vitro
pour leur activité antidiabétique en utilisant I’enzyme alpha-glucosidase.Lesrésultats obtenus

sont exprimés en termes d’IC50 et sont répertoriées dans le tableau.

Tableau 07: Effet des extraits de la plante R.suaveolans vis-a-vis ’enzyme a-glucosidase

% d’inhibition
Extraits | 15,625ug/ml | 31,25pg/ml | 62,5ug/ml | 125ug/ml | 250pg/ml | 500ug/ml | 1000pg/ml | 1Cso (ug/ml)
EH20 12,03+2,72 | 21,31+1,94 | 27,95+1,43 | 28,67+1,68 | 31,77+0,10 | 33,85+0,90 | 53,87+2,11 | 706,47+3,27
EMeOH 9,77+6,03 16,39+1,89 | 26,28+2,34 | 27,94+2,45 | 29,18+3,13 | 33,27+4,08 | 38,02+2,12 > 1000
EACT 14,82+7,70 | 22,37+£1,19 | 27,07+£4,97 | 32,94+4,89 | 37,26+3,84 | 39,62+2,94 | 42,93+3,66 > 1000
EDCM 10,44+1,34 | 16,99+7,75 | 22,34+4,93 | 25,34+5,60 | 28,13+7,34 | 31,76+3,95 | 37,91+3,34 > 1000
HEs 47,200,77 | 50,75+3,84 | 62,70+6,93 | 74,40+7,47 | 71,59+1,38 | 84,99+0,30 | 86,79+0,56 | 15,42+2,77
Acarbose | 27,43+2,18 | 38,91+3,20 | 54,86+1,79 | 67,29+2,63 | 80,19+1,66 | 85,54+0,45 | 91,05+0,72 | 275,43+1,59

D’apres les résultats mentionnés dans le tableau,L’extrait de I’huile essentielle de
R.suaveolans exerce une activité anti-alpha-glucosidase tres importante avec une IC50 de
(15,42+2,77ug/ml) supérieur a celle du standard Acarbose (275,43+1,59ug/ml). Ce résultat
confirme le réle des composés terpéniques dans I’activité antidiabétique.Un effet inhibiteur
modéré de l'a-glucosidase est enregistré pour [l'extrait aqueux (IC50 =706,47%3,27).
Cependant,les extraits methanolique, acétonique et dichloromethane sont inactifs vis-a-vis
cette enzyme.Selon la bibliographie, tandis qu'il y'ad'autres études a constaté que
leRhantherium adpressum est une plante voisine de la plante Rhantherium suaveolens utilisée
en thérapeutique traditionnelle dans la région de Laghouat, comme antidiabétique.
(Khacheba. I; Benamar. H, 2008)
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I1VV.3.Activité antimicrobienne

Leactivité antimicrobienne de nos différents types d’extraits a été testéein vitro contre
quatre souches bactériennes de références, il s’agit de Bacillus cereusATCC 10876,
Staphylococcus aureusATCC 25923, Escherichia coliATCC 25922,Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, et deux souches fongiques, il s’agit de levure Candida albicansATCC 10231 et
le champignon Fusarium oxysporum.Cetteactivité a étéévaluée qualitativement et
quantitativement enfonction de la présence ou I'absence de zonesd'inhibition(Diametres de la
zone d’inhibition), laconcentration minimale inhibitrice (CMI), la concentration minimale
bactéricide (CMB), et le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne concernant le
champignon, parrapport a la gentamicine et la et a la nystatine utiliséscomme des
médicaments antibiotique etantifongique de référence.Les résultats obtenus sont représentés

dans les figures et les tableaux .
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Tableau 08: Diamétres des zones d’inhibitions, CMI et CMB des différents types
d’extrait de la partie aérienne de R.suaveolans

Type d’extrait Type de méthode Bactérie a Gram+ Bacterie a Gram - Levure
B.cereus S.aureus E.coli P.aerogenosa | C.albicans
ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC
10876 25923 25922 27853 10231
Aqueux Disque (mm) NA NA NA 10.00+0.25 NA
Puit (mm) NA NA NA NA NA
CMI (mg/ml) - - - Cl4 -
CMB (mg/ml) - - - - -
Methanolique Disque (mm) NA NA NA 11.00+0.00 NA
Puit(mm) NA NA NA NA NA
CMI (mg/ml) - - - Cl4 -
CMB (mg/ml) - - - C -
Acetonique Digue(mm) 12.00+0.00 | 8.00+0.00 NA 12.00£0.00 12.50+0.70
Puit(mm) NA 10.00+0.57 NA NA 12.00+0.00
CMI (mg/ml) (&7 (7 - C/8 (&7
CMB (mg/ml) - C - - -
Dichlorométhane Disque(mm) 11.50+0.00 NA NA 12.00+0.00 13.00+0.00
Puit(mm) NA NA NA NA 10.00+0.57
CMI (mg/ml) Cl4 - - C/2 Cla
CMB (mg/ml) - - - C -
Huile essentielle Disque(mm) 10.00+£0.50 | 14.00+0.00 | 11.00+0.00 | 11.00+0.00 15.00+1.00
Puit(mm) 12.00+0.00 | 12.00+0.25 | 11.00+1.00 NA 12.00+0.00
CMI (mg/ml) Cl4 C/l2 C Cl4 Cl2
CMB (mg/ml) - C - - -
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EMcOIL

.

Figure 32 :Diametres des zones d’inhibitions de différents types d’extraits de la partie

aérienne de R.suaveolans
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Les résultats mentionnés dans le tableau, montrent que le pouvoir antimicrobien
varie considérablement entre les différents extraits. La distinction entre les extraits étudiés
apparait au niveau de la richesse de certains et la pauvreté des autres en substances bioactives
antimicrobiennes.

L’extrait de I’huile essentielle a montré une activité inhibitrice importante contre tous
les souches microbiennes testés par les deux méthodes, en particulier contre la bactérie a gram
positif S.aureus enregistrant des zones d’inhibitions de 1’ordre de (@ =14.00+0.00
et12.00+£0.25 mm), et la levure C.albicans avec une zone d’inhibition de I’ordre de (&
=15.00+1.00 et 12.00+£0.00 mm).

Pour les extraits bruts, Les résultats ont révélé que les souches testées enregistrent
une faible sensibilité vis-a-vis les extraits polaires (’EH20 et L’EMeOH), et une sensibilité
considérablevis-a-vis les extraits apolaires (P’EACT et ’EDCM respectivement).ce qui
signifie que I’effet antimicrobien dépend du type du solvant d’extraction utilisé. Il est a noter
également que tous les souches testées sont sensibles vis-a-vis ces extraits a I’exception de la
souche E. coli.

En générale, l'activité antimicrobienne de nos extraits est principalement notée pour
les bactéries a Gram positif que les bactéries a Gram négatif, Ceci est expliqué, du fait que les
bactéries a Gram (-) sont dotées d’une couche de peptidoglycane coincé entre la membrane
plasmique et une membrane externe composée de lipopolysaccharides et de protéines. Cette
structure peut protéger la couche peptidoglycane vis-a-vis les extraits. Dans le cas des
bactéries a Gram(+), la couche peptidoglycane se situe a ’extérieur, permettant ainsi a ces
bactéries d’étre plus disponibles a entrer en contact avec les extraits (Ferhat et al. 2010).

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et les concentrations minimales
bactéricides (CMB) des différents extraits de notre plante sur les germes étudiés ont été
également déterminées.Nous notons que les valeurs de CMI et CMB varient selon le germe et
I’extrait a tester.La souche P.aerugenosareprésente la souche la plus sensible, suivi par la
souche S.aureus, puis B.cereus et C.albicans. Escherichia coli est la souche la plus résistante
vis-a-vis de tous les types d’extraits a I’exception de I’extrait de 1’huile essentielle.

Selon la bibliographie,une étude précédente qui a étéeffectuée par (Ben Salah
etal.2019), a montré que I’huile essentielle de R.suaveolans tunisienne présente une activité
antimicrobienne considérable vis-a-vis 8 bactéries et la levure C.albicans, les bactéries a
Gram positif étaient plus sensibles aux huiles que les Gram négatif, ceci est en accord avec

nos résultats.
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Tableau09: Résultats de ’activité inhibitrice des extraits de R.suaveolans vis-a-vis le
champignonFusarium oxysporum

Extrait aqueux

Type d’extrait Pourcentage d’inhibition

Extrait méthanolique ‘

Extrait acétonique ‘

Extrait dichlorométhane ‘
Huile essentielle ‘

55.22%

20.89%

41.49%

55.82%

Figure 33 : Effet de différents extraits de R.suaveolans sur la croissance du champignon

Fusarium oxysporum
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Les résultats de ’activité antifongique obtenus Vis-a-vis le champignon Fusarium
oxysporumrévelent que les huiles essentielles de R.suaveolansdotées d’un pouvoir inhibiteur
tres important et supérieur a celui de différents extraits bruts, avecun taux d’inhibition de
55.82%.Le pouvoir antifongique d’huile essentielle de notre plante pourrait étre attribué a la
présence de molécules bioactives classées dans la liste des composants a activité antifongique.
Les sesquiterpénes oxygénés étaient les composés les plus représentés dans 1’huile essentielle.
Ils pourraient étre responsables de cette efficacité chez R.suaveolans, le (-)-Spathulenol a été
déterminé a (30.50%), I’a-Eudesmol a (11.64%), le tau.-Muurolol & (10.91%), le tau.-Cadinol
a (8.95%), et le Caryophyllene oxide a (6.48%).

Nos résultats corroborent ceux d’autres travauxqui ont démontré que les
sesquiterpénes oxygénés ont ete les composés les plus actifs contre le
champignoncomparativement aux composeés monoterpeniques, en particulier,le thymol, le
carvacrol, 1’eugénol,le T-muurolol et 1’alpha-cadinol(Chang et al. 2008 ; Soro et al.
2011 ;Bouchra et al. 2003)Ainsi, on peut déduire que la forte activité anti-fusarium notée
avec I’huile essentielle de R.suaveolans peut étre due au Cadinol et Muurololqui sont parmi
les composés majoritaires de I’HE de cette plante.

En ce qui concerne les extraits bruts, Nos résultats indiquent que [’extrait
méthanolique a une capacité inhibitrice de la croissance mycélienne de F.oxysporumplus
importante que les autres extraits avec un taux d’inhibition de 55.22 %, suivi par 1’extrait de
dichloromethane avec un pourcentage de 41.49%, puis I’extrait aqueux avec un pourcentage
d’inhibition de 38.80% et en dernier I’extrait acétonique avec un pourcentage d’inhibition de
20.89%.

Beaucoup de travaux ont soulignél’efficacité antifongique des extraits organiques et
aqueux vis-a-vis le champignon Fusarium oxysporum. Nous citons le travail de Kamelé et al.
(2019), Le résultat de ce travail montre que le champignon F.oxysporum est la souche la
plussensible parmi les souches fongiques testées aux extraits dichlorométhanes,
méthanoliques et aqueux de toutes les plantes étudiées. Cela confirme notre résultat, et

confirme encore le réle de polyphénols dans [I’activit¢  antifongique.
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Conclusion générale

Les travaux présentés dans ce mémoire s’inscrivent dans la continuité de recherche
des substances bioactives de la famille des Asteraceae en général et le genre Rhanterium en
particulier. Cette étude est réalisée sur la partie aérienne de 1’espéce Rhanterium suaveolans
(Desf.) récoltée dans la région de M’sila (Boussaada) et apres son identification botanique a
¢été 1’occasion de mettre en ceuvre les différentes facettes de I’analyse développée au cours de
ce mémoire , telle que ’extraction, composition chimique, et tests d’activités biologiques
(antidiabétiques, antimicrobiennes) des huiles essentielles et des extraits bruts méthanolique,
acetonique, dichloromethane et aqueux.

L’analyse chimique des huiles essentielles par la technique de chromatographie en
phase gazeuse couplé au spectrophotomeétre de masse (GS/MS), a montré que les principaux
constituants de la partie aérienne de R.suaveoalansde Boussadda sont (-)-Spathulenol
(30.50%), acide (15.90%),0-eudesmol (11.64%), tau.-muurolol (10.91%), tau.-cadinol
(8.95%), et caryophyllene oxide(6.48%), Les autres composés représentent les composés
minoritaires, leurs pourcentages sont respectivement p-cadinene (4.18%),a-terpineol (3.98%),
linalool L (3.83%), et 2-hydroxy-2,4,4-trimethyl-3-(3-methylbuta-1,3-dienyl)cyclohexanone
(3.64%).

L’évaluation de I’activité antidiabétique in vitro des HEs et de différents extraits
bruts est réalisée vis-a-vis I’enzyme alpha-glucosidase. Les resultats ont montré un effet anti-
alpha-glucosidase trés important avec I’huile essentielle (IC50 :15,42+2,77ug/ml) supérieur a
celui du standard Acarbose (IC50 :275,43%1,59ug/ml). Un effet inhibiteur modéré de 1'a-
glucosidase est enregistré avec I'extrait aqueux (IC50 =706,47+3,27). Cependant, les extraits
methanolique, acétonique et dichloromethane sont inactifs vis-a-vis cette enzyme.

Les huiles et les extraits bruts ont également soumis & un criblage pour leur possible
activité antimicrobienne in vitro, contre cing souches de référencesEscherichia coli ATCC
25922,Pseudomonas aerogenosaATCC 27853, Bacillus cereusATCC 10876, Staphylococus
aureus ATCC 25923, et Candida albicans10231, en employant la méthode de diffusion sur
disque, la méthode de puits.L’extrait de ’huile essentielle a montré une activité inhibitrice
importante contre tous les souches microbiennes testés, en particulier contre la bactérie a
gram positif S.aureus(d =14.00+0.00 et 12.00£0.25 mm), et la levure C.albicans(d
=15.00+1.00 et 12.00£0.00 mm).Par ailleurs,les extraits polaires (I’EH20 et L’EMeOH)ont
révélé une faible activité inhibitrice vis-a-vis les souches testées comparativement aux extraits
apolaires (’EACT et ’TEDCM).
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Les souches sensibles ont fait I’objet d’une étude antimicrobienne approfondie par la
détermination de leurs CMI et CMB par la méthode de microdilution en milieu liquide et
solide. Les CMI ont été déterminée a partir des huiles les plus actives en milieu gélosé.Les
valeurs de CMI et CMB sont différentes selon le germe et I’extrait a tester. La souche
P.aerugenosa représente la souche la plus sensible, suivi par la souche S.aureus, puis
B.cereus et C.albicans. Cependant E.colireprésente la souche la plus résistante aux extraits.

L’activité antifongique de nos extraits est déterminée également vis-a-vis le
champignon phytopathogene Fusarium oxysporompar la methode de contact direct. Nos
résultats ont manifesté une bonne activité inhibitrice sur ce champignon avec I’huile
essentielle, supérieure a celle de différents extraits bruts, avec un taux d’inhibition de 55.82%.

Nos résultats constituent une justification scientifique de I’utilisation traditionnelle
des plantes aromatiques dans le traitement de nombreusespathologies, et indiquent également
une utilisation possible de cette plante en phytothérapie. Mais ces résultats ne constituent
qu’une ébauche dans le domaine de recherche de nouvelles substance bioactives sur les
maladies impliquees dans le stress oxydant et les maladies infectieuses, il serait bon de
compléter ce travail par :

» Purification et identification des substances bioactives des extraits.

» Faire des tests d’évaluation de la toxicité de ces substancesin vitro et in vivopour
déterminer les doses thérapeutiques et les doses létales.

» Etude des activités biologiques réalisées in vivo.

> Etude d’autres activités biologiques telles que I’activité anti-méthanogene, anti

inflammatoire. ...
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