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(Résume

Actuellement, 1’'usage de la médecine traditionnelle est trés répandu et revét une importance

sanitaire et économique croissante. Pour cela nous avons établi une étude.

Dans le cadre de valorisation des plantes médicinales, ce travail s’intéresse a 1’étude
phytochimique et 1’évaluation des activités antibactériennes de Globularia arabica et de Rhus
tripartitum ; deux espéces de wilaya de Naama utilisé dans la médecine traditionnelle pour

traiter déferent maladies.

Dans la premiére partie de ce travail vise a extraire 1’extrait de Globularia arabica d’ont
objectif principal était de faire I’activité antioxydante évaluer par deux méthode ; DPPH et
FRAP nos résultat ont montré que la fraction acétate d’éthyle un meilleur pouvoir anti-radical
avec 1C50 (16,28 = 0,01ug /ml), ainsi que la fraction n-butanol des fleur et acétate d’éthyle de
feuilles ont montré une pouvoir du réduction de fer plus fort avec EC50 (17,60 £ 0,09 ;18,25
1 0,04) , suivi par la fraction butanol et I’extrait acétate d’éthyle fleurs (19,10 £ 0,02 ;19,68 +
0,021 ;20,49 + 0,011 ug/ml), tandis que les fractions acétate éthyle et n-butanol des tiges,
acétate d’éthyle de fleurs montrent une activité reductrice de fer faible (4,40 + 0,021).

La deuxiéme partie de notre travail consiste a I’extraction des huiles essentielles de la partie

aérienne de la plante de Rhus tripartitum ,le rendement d’extraction est 0,15%.

L’activité antibactérienne est testée par la méthode de diffusion de disque sur milieu de

gélose, vis-a-vis de dix souches bactérienne référencées pathogenes pour I’homme.

On peut noter que nos résultats révele que les bactéries Gram positif (S.aureus, E.faecalis
M.luteus et B.subtilis) apparaissent sensibles aux I’huile essentielle avec des zones

d’inhibitions varient de I’ordre (11.6, 11.3, 11, 10 (mm)) respectivement.

Mots clés : Globularia arabica, Rhus tripartium, activité antioxydant, huiles essentielle,

activité antibactérienne.



Abstract

At present, the use of traditional medicine is widespread and has an increasing health and
economic importance. For this reason we have established a study.

Within the framework of valorization of the medicinal plants, this work is interested in the
photochemical study and the evaluation of the antibacterial activities of Globularia arabica
and Rhus tripartitum; two species of wilaya of Naama used in the traditional medicine to treat

deféres diseases

In the first part of this work aims to extract the extract of Globularia arabica of have main
objective was to make the antioxidant activity evaluated by two method; DPPH and FRAP
our result showed that the ethyl acetate fraction of the leaves marked a better anti-radical
power with 1C50(16.281+0.01ug/ml) moderate to that of ascorbic acid (5.98+£0.013ug/ml) as
well as the n-butanol fraction of the flower and ethyl acetate of the leaves showed a stronger
iron reduction power with EC50(17.60+0.09;18.25+0.04)

Followed by butanol fraction and ethyl acetate extract of flowers
(19.10+0.02;19.68+0.021;20.49+0.011ug/ml) weaker than ascorbic acid, while ethyl acetate
and n-butanol fractions of stems, ethyl acetate of flowers mark low iron reduction activity
than (4.40+0.021)

The second part of our work aims to extract the essential oil from the aerial part of the plant of

Rhus tripartitum. The extraction yield is 0.15%.

The antibacterial activity is tested by the disc diffusion method on agar medium, against ten
bacterial strains referenced as pathogenic for humans,It can be noted that our results reveal
that Gram positive bacteria (S.aureus, E.faecalis M.luteus and B.subtilis) appear sensitive to
H E with zones of inhibition vary in the order (11.6, 11.3, 11, 10 (mm)) respectively. On the
contrary, we recorded that the bacterium B.cereus presented a resistance to H E with a
diameter of 7mm.This work gave very promising results opening the way to their use in the

pharmaceutical and agri-food fields

Keywords: Globularia arabica, Rhus tripartitum, antioxidant activity, essential oils,

antibacterial activity.
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INTRODUCTION GENERALE

A travers les siecles, ’homme utilise les plantes pour traiter diverses maladies et pour

autres. L’histoire des plantes médicinales et aromatiques est associée a 1’évolution des
civilisations, dans toutes les régions du monde, 1’histoire des peuples montre que ces plantes
ont toujours occupé une place importante en médecine, dans les préparations culinaires et
dans la composition les civilisations phares chez lesquelles les plantes aromatiques et

médicinales ont occupé une place de premier choix. (H.Laama., 2015).

L'utilisation plus vaste des plantes médicinales dans le traitement des maladies est dus
d'une part au fait que les plantes ou leurs dérivés sont considérés comme des médicaments
efficaces, avec moins d'effets secondaires et sont peu codteux. La connaissance de la
médecine alternative basée sur l'utilisation des plantes en traitement représente un héritage
transmis de génération en génération pendant des siécles soit verbalement soit par écrit, en
tenant compte du fait que I'héritage traditionnel peut étre menacé d'extinction s'il n'est pas

transmis a la génération suivante et encore limité, a I'ancien seulement (Riaz et al. 2020).

Cependant, le monde des sciences biomédicales est envahi par un nouveau concept,
celui du « stress oxydatif », c'est-a-dire d'une situation ou la balance entre les prooxydants et
les antioxydants au niveau de 1’organisme est déséquilibrée, soit par une accumulation énorme
de radicaux libres oxygénés ou par suite d’un déficit en antioxydants. Une situation qui est
impliqué dans de trés nombreuses maladies humaines comme facteur déclenchant ou associé a

des complications de I'évolution (Favier., 2003).

Pour prévenir les dommages causés par le stress oxydatif et les infections causées par
les bactéries résistantes au niveau de 1’organisme de 1’étre vivant. L’investigation des plantes
représente  un potentiel inestimable pour la découverte de nouvelles substances
phytothérapiques a pouvoir antioxydant et antimicrobien. Ainsi, les huiles essentielles et les
extraits végétaux commencent a avoir beaucoup d’intérét comme source potentielle de

molécules naturelles bioactives (Bruneton., 1999 ; Teuscher et al., 2005).

Ve
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INTRODUCTION GENERALE

L’Algérie, pays bénéficie d’une gamme trés variée de climats et trés riche dans sa
biodiversité florale, qui pousse en abondance dans les régions cotiéres, montagneuses et
également sahariennes. Ces plantes constituent des remédes naturels potentiels et peuvent étre

utilisées en traitement curatif et préventif (Mahmoudi., 1987 ; Belouad., 1998)

Par conséquent, plusieurs travaux ont été realisés pour I'évaluation des secrets des
plantes médicinales et la phytochimie a connu un essor considérable grace a l'apport de
diverses disciplines scientifiques comme la chimie, la pharmacologie, la biochimie, la

microbiologie, et la médecine.

Notre travail a pour objectif principal d’étudier I’effet antioxydant de la plante
Globularia arabica et I’effet antibactérien de la plante Rhus tripartitium sur des souches
bactériennes et levure connues par leur pathogénicité.

Nous avons adopté un plan classique pour la présentation de notre travail

+ Partie | : synthése bibliographique a pour objet de donner des informations sur :
-les plantes étudiées.

-Les métabolites secondaires.
-Les huiles essentielles.
-L’activités biologiques.

+ Partie Il : Etude expérimentale

-Matériel et méthodes : avec une présentation des techniques d’extractions, des tests des
différents propriétés antioxydants (DPPH, FRAP) des extraits de Globularia arabica ainsi que
I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de Rhus tripartitium.

+ Partie I11 : Résultats et discussion

En fin une Conclusion et perspectives.




PARTIE
SYNTHESE
BIBLIOGRAPHIQUE



CHAPITRE 1
PRESENTATION
DES PLANTES ETUDIEES



CHAPITRE I : PRESENTATION DES PLANTES ETUDIEES

1. Globularia arabica
1.1. Description botanique

Le nom du Globulaire est due a un arbrisseau tres ramifie, d'une hauteur varie entre 30 cm et
1 m, dont les feuilles sont alternes, coriaces, de petite taille 10 & 13 mm de long sur 2 a 3 mm de
large, les fleurs sont réunies en capitules au sommet des tiges, de couleur bleue violacée, ses
fruits sont akénes (Malinvaud., 2014).

C'est une plante trés répandue dans le territoire méditerranéen (Algérie, Maroc....)
(Zerriouh., 2008). Cette plante vivace pousse dans les lieux rocailleux et broussailleux secs,
mais plus souvent ces buissons poussent sur du calcaire, sur de gros rochers isolés et sur des
falaises (Taleb., 2012).

1.2. Dénomination

Nom scientifique: Globularia arabica. (Quezel et al., 1963).

Nom berbéres : Aselgha, Tasselra, Taselga, Selga (Jouad et al., 2002).

Nom vernaculaire arabe: Chebra, Chelr'a, Zerga, zeriga, zouitna, alk, haselra, oulbarda
(Chograni al., 2011).

Nom francais : Globulaire. Globulaire buisant, Globulaire turbith, Turbith, Turbith blanc, Séné
deprovence, Alypon, Herbe terrible (Kaddem, 1990, Ait Youssef., 2006 , Fournier., 2010,
Couplan., 2012).

1.3. Taxonomie
Selon Quezel et Santa., 1963), I'espece Globularia arabica est classée comme suit :
Régne : Plantae
Sous-regne: Tracheobionta
Classe : Dicotyledone
Division: Magnoliophyta
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Scrophlariales
Famille : Globulariaceae
Genre : Globularia

Espéce : Globularia arabica




CHAPITRE I : PRESENTATION DES PLANTES ETUDIEES

Photo 01: Aspect morphologique de la plante Globularia arabica région de djbel boulekfed.
Wilaya de NAAMA (Cliché : DIDA, 2022)

1.4. Distribution géographique

Au niveau de la wilaya de Naman Globularia arabica se trouve sur la région de djbel
boulekfed dans la Daira de Moghrar (Photos 01).

Globularia arabica est une plante vivace qui pousse dans les lieux rocailleux et
broussailleux secs, de préférence sur calcaire, parfois aussi dans les maquis. Fréquemment des
buissons poussant sur de gros rochers isolés ou sur les falaises.

La globulaire est distribuée pratiguement sur tout le pourtour méditerranéen, surtout a
I'ouest, en Algérie, la globulaire se trouve dans I'atlas saharien et dans le hoggar en altitude, dans

les garrigues et les foréts (Amri., 2018).

1.5. Utilisation en médecine traditionnelle

Une enquéte ethnobotanique sur cette espéce dans wilaya de Naama, montre que les feuilles
sont la partie la plus utilisée, pour traiter quelques maladies tel que : 'ulcéres de 1’estomac,
rectum du colon, douleur gastrique, traitement du probléme cutané.

Selon des études d’activité biologique de Globularia arabica est 1’'une des plantes qui
peuvent aider a soulager les symptdémes de deférent maladie chronique (Asraoui et al., 2021 ;
Ghlissi et al., 2016) son usage médicinal est particulierement bien documenté en Afrique du
nord comme Maroc et Algérie est I’'une des médicaments utilisé contre le diabéte en Algerie,
Globularia arabica , utilisé¢ dans le traitement d’incontinence urinaire et probléme cutanée, tel

que des eczémas,
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Les dossiers d’utilisation d’antidiabétique et anticancéreux indiquent plus souvent utilisation
de G. alypum (et son parent G.arabica Jaub et spach) feuilles soumises des infusion ou décoction
(Afifi et al., 2011 ; Abouriet al., 2012 ; Katiri et al., 2017) partie aérienne sous forme de
poudre ou décoction semblent étre choisis plus fréquent pour cicatrisation des plaies 1’acné,
I’eczéma, les abceés et les infection cutanées (LepourattiML et Ghedira.,, 2009 ;
Helmstadter.A., 2016) antioxydant (Mohamed et al, 2020 ; Ghlissi et al., 2016), anti obésite,
anti-hyperglycémiant, anti-hyperlipidémies, anti-a- amylase, anti-toxicité hépatique, anti
pyrétique analgésique (Mohamed et al, 2020), anti-inflammatoire et antimicrobien (Ghlissi et
al., 2016).

1.6. Composition chimique de I’extrait de G.arabica

Globularia arabica considére une source trés riche de différent composé biactif tel que
polyphénols (Khantouche et al., 2015), la globularine (Merghache et al., 2013) les iridoides
glucosides et la globularine (Es-safi et al., 2006 ; Amessis et al., 2014), les flavonoides (Boutini
et al., 2008 ;Chograni et al., 2012).

Des composés trés nombreuses ont été isolés des fractions de 1’extrait méthanoique du genre
Globularia, ces composés sont essentiellement des phenyléthanoides glucosides, des
secoiridoides, des iridoides (catalpol, acide mussaenosidique, acide (epi) loganique), connues
pour leurs diverses activités biologiques (Es-safi et al., 2005 ; Amessis-Ouchemoukh et al.,
2013).

Cing flavonoides sont identifiés comme des flavones glycosilés (hydroxyluteonine-7-
laminaribioside, deux isoméres du luteolin disaccharides, cynaroside et nepitrine), trois flavonol
glycosilés (amurnsin, gquercetin glucoside, hydroxycinnamic acide) ont été isolés a partir de la
partie aérien , la présence du globularine, mucilages, résine, choline , tanins, chlorophylle, ,acide

globularique, acide-cinnamique a été démontrées,. ( Khlifi et al., 2011, Chograni et al., 2012).

2. Rhus Tripartitum :

2.1. Description botanique

La famille des anacardiacées est composée de noix et des fruits économiques important
(Mondam et al., 2018), elle comprend 860espece réparties en 83 genres (Christenhusz et
Byang., 2016), elle sont bien connue par leur utilisation dans les aliments et en médecine

moderne et traditionnelle (Lee et al .,2010 ; Wu et al.,2013). le genre Rhus (Sumac) représente le
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plus grand genre de la famille des Anacardiacées, avec plus de 250 espéces (Ochwik et al.,
2012). C’est une petite arbre ou arbrisseau de 1 a 10 m de hauteur, dioique a rameaux tortueux et
trés épineux. Les feuilles caduques d’une couleur vert foncé sont sur la famille d'anacardiacées 8
composées de 03 folioles, rarement 05 a contour ovale denté, les fleurs d’un blanc jaunatre sont
réunies en petites grappes rameuses, le fruit est drupacé a maturité, su globulaire a trois
tubercules au sommet peut étre consomme ou stocké. (Tlini. N et al., 2014).
2.2. Dénomination

Le plus populaire c’est les sumacs en Francais ou simmecks par Libanais, le nom générique
Rhus était en usage chez les Grecs et les Romains (Ozenda., 1991)

Arabe (38 | g8

Synonymes: Searsia tripatita

2.3. Taxonomie
D'apres Quezel et Santa (1962), I'espéce Rhus tripartitum est classée comme suit :

Régne : Végétale
Embranchement : Phanérogames
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Magnoliopsida (Eudicot)
Ordre : Sapindales
Famille : Anacardiaceae
Genre : Rhus

Espéce : Rhus tripartitum

Photo 02 : Aspect morphologique de la plante Rhus tripartitum région de djbel boulekfed,
Wilaya de NAAMA (Cliché : DIDA, 2022)
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2.4. Distribution géographique

Dans le monde, Rhus tripartitum se retrouve dans différents endroits géographiques, des
régions agricoles arides ou semi-arides (Mahjoub et al., 2010). Cette espéece se trouve
principalement en Afrique du Nord (L’Algérie, La Tunisie, , Le Maroc La Libye, Sahara,
Mauritanie, Soudan, Mali, Chad,). Elle existe également en Sicile et dans les steppes de 1’Asie
occidentale. (Pottier., 1981).

C’est une espece plus au moins abondante en Algérie, on la trouve dans les steppes des
zones arides et semi-arides (Naama, Djelfa, Msila, EI Bayadh, Laghouat ), elle est colonisée
singuliérement dans les oueds rocheux du sahara central (Tassili Nager, Tindouf, Hoggar). (Saad
H., 2013).

2.5. Utilisation en médecine traditionnelle

Une enquéte ethnobotanique sur cette espéce dans la wilaya de Naama a montré que les
feuilles sont utilisé pour traiter le diabéte, la fievre, les maladies intestinales et les diarrhées.

Certaines études montrent qu’on peut utiliser Rhus tripartitum pour, les troubles mentaux, ,
les hémorroides, le diabete et l'ulcere gastrique les rhumatismes (Alimi et al., 2013), les
propriétés, antivirale, antimicrobienne, athérosclérose et antipaludique pour ces espéces ont été
signalées (Ahmed et al., 2001 ; Chio et al., 2012 ; Lee et al., 2010 ; Mccutcheon et al., 1992;
Zarghan., 2008).

Rhus tripatitum est largement utilisé dans médecine moderne les cuisines traditionnelle et
(Lee et al., 2010 ; Wu et al., 2013) il est utilisé dans le sud d’Alegria pour traiter, la fiévre, les
veines, le diabéte, maladie cutanées, diarrhée et plusieurs maladie intestinales (Hadjaj et al.,
2015).

Les activité antioxydantes et propriétés préventive du cancer du sein (Wang et al., 2005 ;
Amine et al., 2007 ; Shahat et al., 2016), et antimicrobiennes (Abassi et al., 2012).

2.6. Composition chimique d’huile essentielle

La composition chimique de genre de Rhus n’est pas tres étudiée, les huiles essentielles de
R. coriara de sicile présentent le cembrene et le B-caryophylléne comme composés majoritaires
produits des feuilles, tandis que les fleurs sont caractérisées par la présence d’a-Pinéne et d’Acide

tridécanoique (Ridel et al., 2017).
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Dans une étude similaire en Turquie, la substance chimique profil des populations de Rhus
coriaria a montré que les principaux composants étaient

I’a-Pinene, B-Caryophylléne et le Cembrene (Brunke et al., 1993), les mémes résultats ont été
obtenus en Iran (Zhaleh et al., 2018).

Palestinien, Egyptien et jordanien le sumac (R. coriaria) sont caractérisés par 1’a-Pinene,
naphtaléne et Cyréne respectivement (Farag et al., 2018), I’analyse des huiles essentielle des
feuilles et fleurs de Rhus. mysorensis montrent 1’abondance de 1’ a-Pinéne, Limonene, Sabinéne
et B-Eudesmol (Srivastava et al., 2005).
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Les metabolites secondaires végeétaux sont des molécules essentielles a la vie des plantes et
leur interaction avec l’environnement, ils sont également des sources importantes pour les
produits pharmaceutiques, les additifs alimentaires et les ardbmes (Harrar., 2011 ; Ramakrishna
et Ravishankar., 2011).

Les métabolites secondaires se trouvent dans toutes les parties des plantes mais ils sont
distribués selon leurs roles défensifs, cette distribution varie d'une plante & l'autre (Merghem.,
2009).

1. Les composés phénoliques

Le terme, composés phénoliques végétaux : englobe les phénols simples, les acides
Phénoliques, les coumarines, les flavonoides, les stibines, les tannins, les lignines et les Lignanes
(Stalikas., 2007),ils sont des substances présentes dans tous les végétaux et dans tous les organes
de la plante, ils possedent un noyau aromatique portant un ou plusieurs groupements hydroxyles
(Naczk et Shahidi., 2003 ; Barbonit., 2006 ; Sun et al., 2011).

Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies d’aromagéneése, la
voie de I’acide shikimique conduit a la formation des acides aminés aromatiques (phénylalanine
et tyrosine) puis désamination de ces derniers, aux cinnamates et a leurs dérivés (lignines,
coumarines...),la voie de poly-acétate aboutit a la formation des acides phénols et d’autres

composés phénoliques a partir de cyclisation d’unités acétate (Guignar., 2000).

A -Voie shikimate (I’acide shikimique) :
C’est la voie biosynthétique la plus importante et la plus courante. Elle permet de fournir des
acides aminés aromatiques, des acides cinnamiques (dérivés de la phénylalanine, tyrosine), de

former des phénols C6-C1 et des benzoquinones (Bruneton., 2009).

B -Voie de I'acide malonique malonylpathway"" :
Ce mode de formation plus secondaire consiste en la cyclisation des chaines polycétonique,
elles-mémes obtenues par condensation de groupements acétates (Merghem., 2009).

Les principales classes de ces composés sont représentées dans le tableau 01 ci-dessous :
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Phénols simples

Cathécol, hydroquinone.

7 C6-C1 1/-Acides phénols  1/-AC. gallique, Ac. salysalique,
Benzoiques Vanilline.
2/-p-Hydroxybenzoique.
8 C6-C2 Acétophénones 3-acétyl6-méthoxybenzaldehyde.
9 C6-C3 Acides phénols Ac. coumarique, Ac.caféique.
cinnamiques scopoline.
-coumarines
10 C6-C4 Naphtoquinones Shikonine,juglone.
13 C6-C1-C6 Xanthones Bellidifoline, mangoctine,
mangiferine.
14 C6-C2-C6 Stiblénes Hydrangénol, pinosylvine.
15 C6-C3-C6 Flavonoides Quercétine, roténoide, cyanidol
Iso flavonoides daidzeine.
18 (C6-C3)2 Lignanes Matairésinol.
30 (C6-C3-C6)2 Bi flavonoides Amentoflavone, hinokiflavone.
N (C6-C3-C6) n  Tanins condensés Aesculitanins

(proanthocyanidols)

Tableau 01 : les principales classes de composés phénoliques dans les plantes
(Kholkhal., 2014 ; Macheix., 1996)

2. Les flavonoides

Le terme flavonoide provient du latin "flavus", signifiant "jaune”. lls constituent le principal
groupe de poly phénols, avec plus de 9000 composés différents, largement répandus dans le
regne végétal, ils sont considérés comme des pigments quasi universels des végétaux,
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Hernandez., 2009 ;
Wilson., 1987).

Tous les flavonoides ont le méme ¢lément structural de base a savoir 1’enchainement

2Phénylchromane C6-C3-C6. lls possedent un squelette a quinze atomes de carbone constitué de
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deux noyaux benzéniques (A et B, comme indiqué sur la figure 01 reliés par un cycle pyrane
hétérocyclique (C) (Bruneton 2009 ; Kumar et al. 2013 ; Saxena et al. 2012).

fj
E\IT

Figure 01: Squelette de base des flavonoides (Khan et al., 2014)

3. Les tanins condensés

Sont des composés phénoliques solubles dans I’eau, de poids moléculaire compris entre 500
et 3000 Dalton, et ayant, outre les propriétés habituelles des phénols, la capacité de précipiter les
alcaloides, la gélatine et autres protéines (S. Peronny., 2005 ; W. Bouzid., 2009).

On distingue habituellement chez les végétaux supérieurs deux groupes basés sur des
différences structurales : les tanins hydrolysables et les tanins non hydrolysables, ou tanins
condensés (S. Fiorucci., 2006) (Figure 02).

lls ont des grandes capacités antioxydants dues a leurs noyaux phénol. Les tanins
hydrolysables et condensés sont 15 a 30 fois plus efficaces que les phénols simples
(C. Perret., 2001)

Figure 02 : Structure chimique de tanins condensés
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Le regne vegétal a longtemps été une ressource fondamentale de la plupart des besoins
humains. Récemment, l'intérét pour les plantes médicinales a augmenté en raison de
I'utilisation des plantes médicinales et de leur effet thérapeutique croissant (Amarti et al.,
2009 ; Silpa et al., 2018).

Les plantes jouent un réle tres important dans le domaine du développement de
médicaments car elles sont une excellente source de métabolites secondaires bioactifs
(Koumalgo et al., 2009 ; Jose S, Thomas TD., 2014).

En raison de leurs produits de haute qualité, ces métabolites sont utilisés non seulement

dans l'industrie pharmaceutique, mais aussi dans les cosmétiques et les aliments.

1. Définition

Les huiles essentielles peuvent étre définies comme des « essences » ou des « huiles
volatiles »(Chouitah., 2012), Ce sont des substances naturelles qui sont des métabolites
secondaires volatils, lipophiles et souvent liquides extraits par de nombreux procédés tels que la
distillation a la vapeur et le pressage a froid. , Ou par Vapeur (Laib., 2011 ; Guinoiseau et al.,
2015), elle sont trés volatile (Adorjan., 2010), et trés solubles dans solvant organique telle

que les benzénes, le toluéne, 1’acéténe, 1’éthanol et le méthanol (A.M. K et al., 2019).

La norme AFNOR NF T 75-006 définit I’huile essentielle comme: « un produit obtenu a
partir d’une matiére premiére végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par hydro
distillation, I’huile essentielle est séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques.

Les sources les plus connus sont: les rutacées, les cupressacées, les éricacées, les lamiacées,
les lauracées, les myrtacées, les abiétacées, les poacées, les rosacées, les rutacées, les

astéracées (Bourrain., 2013).

2. Localisation :

On peut trouver dans différentes parties des plantes (les racines, les tiges, les feuilles, les
fleurs, les fruits et les graines selon I’espéce végétal (Baser., 2010), dans ces parties de plante,
I’huile essentielle s’accumule dans le cytoplasme de certaines les cellules, poils glandulaires
ou les cavités sécrétoires (Rehnan et al., 2016).

Ils sont stockés dans des cellules sécrétoires spécialisées, des cavités, des canaux sébaces, des
raisins, des cellules épidermiques ou des trichomes glandulaires (poils glandulaires) (Carson

et Hammen., 2011).
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3. Méthodes d’extraction :
L’extraction des huiles essentielles est certainement 1’étape la plus délicate a viser, il existe de
nombreuses fagons de capturer les produits les plus délicates et les plus fragiles des plantes,
mais le choix de la méthode a utiliser détermine inévitablement le type 1’essences ces
utilisation possibles, le choix de la technique dépond principalement de la matiére premiere
son état d’origine et la propriété, sa nature (huile essentielle / matiere premiere végétal) elle
est trés variable d’une plante a 1’autre (C. Desmares et al., 2008).
Les huiles essentielles sont principalement extraites par une méthode d’expression a froid et
deux méthodes de distillation et (L. Lagunez Rivera., 2006) :

+ L’expression a froid

+ L’hydro- distillation

+ Entrainement a vapeur d’eau

Hydro -distillation : est une méthode d’extraction efficace et a haut rendement pour les
herbes et épices dans lesquelles les huiles essentielles sont difficiles a isoler et
particulierement riches en matiére hydrosolubles et thermique stables (Roohinejad et al.,
2018) (Figure 03).

—
¢
—

- Alambic

—— Matériel végétal

Y| Condenseur

Cohobage +«—— Huile essentielle

-&«— Phase aqueuse

Vase florentin

Chaudiére ——— =

a—“rj"-\'Ll-nJ‘J.g}E‘lmfréb _-s%‘a{&w

Figure 03 : Dispositif de I’hydro-distillation (Lagunez., 2006)
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Entrainement a vapeur d’eau : C’est une méthode officielle pour 1’obtention des huiles
essentielles (Pharmacopeé Europeene., 2007).

Dans ce systéeme d’extraction, la matiere végétale est exposées a un flux de vapeur sans
maceration préalable, les vapeurs saturées en composés volatils sont condensées puis décantées.
Avant d’étre essenticllement séparé en une phase aqueuse (HA) et une phase organique (HE).
L’absence de contact direct entre 1’eau et la matieére végétale, puis entre 1’eau et les molécules
aromatiques, évite certains phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité
de I’huile.

De plus, le parfum de I’huile essentielle obtenue est plus delicat et la distillation, réguliere
et plus rapide, fait que les notes de téte sont riches en esters (Raaman, N., 2006)

L’emploi en aromathérapie impose de prolonger I’opération aussi longtemps qu’il est
nécessaire afin de récupérer la totalité des composants aromatiques volatils [Kaloustian et al.,
2012 ; Massagno, P.,2005 ; Gavahian., 2018) (Figure 04 ).

Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d’huile essentielle

Huile essentielle

/
=

Plantes aromatiques

Vapeur d'eau

Eau
Eau florale

Eau florale +
Chaleur ,2 2 1 2 2 huile essentielle

AVAVAVAVAVAY

Essencier

Figure 04: Principe d’une extraction par entrainement a la vapeur d’eau (Amri., 2018).

L’expression a froid : la technique est réservée a I’extraction des essences volatiles
contenues dans les péricarpes d'agrumes en dechirant ces dernieres par un traitement
mécanique. Elle consiste a rompre ou dilacérer les parois des sacs oléiféres contenus dans le
mesocarpe situé juste sous I’écorce du fruit, 1’épicarpe, pour en recueillir le contenu qui n’a

subi aucune modification.
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En effet, la distillation produit des huiles aromatiques de moindre qualité principalement
due a une présence importante d’aldéhydes, composés sensibles a 1’oxydation et a la chaleur

(Belsito et al., 2007 ; Ferhat et al., 2016).

4, Composition chimique des huiles essentielles

Naturellement, Les huiles essentielles sont mélangées de maniére tres complexe les
composants peuvent changer (Bakkali et al., 2006). Les composants des huiles essentielles
comprennent les terpenoides et phénylpronoides, et aliphatiques similaires peuvent également
étre présents. Dans les groupes des terpénes sont trouvé des mono terpénes, des
sesquiterpénes et des dérivés oxygenés, tous caractérisé par faible pois moléculaires, les
principaux composants sont responsables des propriétés biologiques des éléments huiles
essentielles (Bakkali et al., 2006).

Cependant, la combinaison de molécules peut modifier considérablement son
activité.(Raut et al .,2014 ; Carson et al.., 2006). Les composés sont regroupés en principaux
composées (20 a 95%), composé secondaire (1 a 20%) et traces des composés a moins 1% de
concentration (Sarkic et Stappen., 2018).

En peut classer les composants des huiles essentielles en 3classes ; les terpenes (mono
terpénes et les sesquiterpenes), les composés aromatiques (alcool cinnamique, coumarine,
etc.), d’autres composés trés divers (acides, alcools, aldéhydes, esters, etc.) mais aussi des

produits phytosanitaires tels que des pesticides (Bourrain., 2013).

-Terpénes :

Les terpenoides sont des hydrocarbures naturels produits par une grande variété de
plante. Les terpénes sont regroupés en différents type selon leur structure et leur fonction, ils
sont classés sur la base de cing carbones(Isoprene). Les principaux composés sont les mono
terpenes (C10) et sesquiterpene (C15) mais I’hématerpene (C5), les di terpenes(C20),
les tri terpénes (C30) et le tétra terpene (C40) sont également important et représente 90%
d’huile (Bakkali., 2008). (Figure 05).

-Composés aromatiques :

Les composés aromatiques contenus dans les huiles essentielles sont généralement issus
du propane phénolique et ont une concentration plus faible que les terpénes. Les composés
aromatiques comprennent les aldéhydes, les alcools, les phénols, les dérivés méthyliques, les
composés méthylenedioxy, et la synthése des dérivés du phénylpropane et des terpénes est
généralement une plante distincte, mais dans certains cas peut coexister
(Suruki et al., 2015). (Figure 06).
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TERPENES
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Figure 05 : Terpénes (mono terpénes et sesquiterpéne) (Chavez et al., 2016)
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Figure 06 : Composant aromatique trouvé dans des huiles essentielles (Chavez-Gonzalez et
al., 2016)

5. Facteurs influengant sur la composition chimique des huiles essentielles

Facteur exogene

Facteurs environnementaux tels que la température, la lumiére du soleil, la qualité de la
lumiere, I'numidité, la vitesse du vent, les précipitations et le rayonnement solaire. Facteurs
agricoles tels que le moment de la récolte, les engrais, l'irrigation et la maladie. Les infections
virales et la propagation des ravageurs peuvent également modifier la composition et le
rendement des huiles essentielles (Dris et Jain, 2004 ; Figueiredo et al., 2008 ; Preedy,
2009 ; Baser et Buchbauer, 2016).

Facteur endogéne
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Les facteurs genétiques ont un effet significatif sur le rendement et la composition des
huiles essentielles dans les plantes. Les effets génétiques sont suffisamment forts pour
produire des huiles essentielles de compositions tres différentes au sein d'un méme art.

Parlons des espéeces chimiques (Havkin-Frenkel et Dudai., 2016).
6. Mode d’action des huiles essentielles sur les microorganismes

Des études du mecanisme d'action des huiles essentielles sur les micro-organismes montrent
que divers mécanismes antibactériens peuvent entrainer des dommages a la paroi cellulaire,
une rupture de la membrane cellulaire, des dommages aux protéines membranaires, une fuite
de composants cellulaires, une coagulation cytoplasmique et une déplétion motrice, entrainant
la mort microbienne. Structure cellulaire bactérienne (Ranjan et al., 2017). Les violations de
la structure cellulaire peuvent avoir de nombreux effets sur la fonction cellulaire (Rai et
Kon., 2013) (Figure 07).

Auto-Inductews (molécule du Quorum sensing) Coagulation des protéines

Fuite des constituants

cytoplasmiques
(métabolites etions)
Force
proton
motrice

Paroi cellulaire Protéines membranaires

Figure 07 : Mécanisme d’action des huiles sur les bactéries (Bouyahya et al., 2017)
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3. Méthodes d’analyses

Chromatographie en phase gazeuse : la CPG est la méthode la plus appropriée pour
I’analyse des huiles essentielles qui tiennent compte de la volatilitt de ces composés
(Bruneton., 1999), la chromatographie en phase gazeuse est une méthode puissante car elle
permet de séparation des mélanges complexes de produits organiques volatils et semi-volatils
(Robert et al., 2004). Parce que c’est la technique la plus couramment utilisé pour les huiles
essentielles, il permet I’individualisation des constituants, leur quantification et le calcul de
leurs indices de rétention (Ir). Le principe est basé sur la séparation des différents solutés
gazeux par migration différentielle de la phase stationnaire. La phase mobile est un gaz
(hélium, azote, argon ou hydrogene), appelé gaz vecteur (Paolini. , 2005)

Chromatographie en phase gazeuse couplé une spectrophotométrie : la chromatographie
en phase gazeuse et la spectrométrie de masse sont des techniques analytiques qui ont connu

des développements historiques trés différents.

L’association de ces techniques lors du couplage CPG/SM est une méthode fiable et
puissante 1’intérét de la CPG/SM en analyse des échantillons biologiques repose a la fois sur
sa sensibilit¢ et sa robustesse. Ce couplage repose sur 1’utilisation de sources a impact
électronique, qui souvent ne permettent pas d’observer la masse du composé, mais seulement
des ions issus de sa fragmentation, ce qui rend délicate toute Identification de composés

inconnus, ou non décrits dans les bases de données (Garnier et al., 2008).
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1. Activité antioxydante
Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder ou

empécher I’oxydation de ces substrats (Servais., 2004).

1.1. Stress oxydatif

Le stress est défini comme un déséquilibre de la balance entre la formation des radicaux
libres (caractére pro-oxydant) et la capacité du corps a les neutraliser, a réparer les dommages
oxydatifs (systeme antioxydant) et a réguler leur production (Zweier et al., 2006).

1.2. Les radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique (atome ou molécule) contenant un électron non
apparié, ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé par 1’acception d’un autre électron ou
par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule (Afonsoet al., 2007). Un radical libre
est le plus souvent instable, trés réactif donc sa demi-vie est tres coutre (Tessie et Marconnet.,
1995 ; Goudable et Favier., 1997), ils peuvent étre dérivés de I’oxygéne (ROS) ou du nitrogéne
(RNS) (Bonnefont ,Rousselotet al,. 2003).

1.3. Mécanismes d’action des antioxydants
Les cellules disposent de systéemes de défenses antioxydants classés en antioxydants
enzymatiques et non-enzymatiques (Loic., 2011 ; Gardés et al., 2003).

La SOD est I'une des enzymes cellulaires les plus importantes possédant une fonction
antioxydante, elle catalyse la dismutation de I'anion superoxyde en dioxygene et en eau oxygénée
selon la réaction (Murry et al., 2013).

La catalase est une enzyme héminique qui catalyse la réaction de détoxification du H,0,
(généralement produit par la SOD) en eau et en oxygéne moléculaire. Elle est essentiellement
présente dans les peroxysomes et dans les érythrocytes (Valko et al., 2006; Murray et al.,
2013).

Le role de la (GPx) est de réduire d’une part le peroxyde d'hydrogene en molécule d’eau, et

d’autre part les hydroperoxydes organiques (ROOH) en alcools (Marfak., 2003).
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Elle joue un rdle essentiel dans le cycle redox car elle permet le maintien d’un milieu
intracellulaire réducteur avec un taux élevé de GSH et un faible taux de GSSG (Deponte., 2013).
Lors de cette réaction, qui demande 1’intervention de deux molécules de glutathion (GSH),

celles-ci se transforment en glutathion-disulfure (GSSG) (Marfak, 2003). (Figure 08).

- . SOD CAT
()z—l’ 0 — P H,0,——— P> H,0+20;

N\ _ GSH NADP* -
\ /"~ o T N\
GPx } GR] | G6PD

mo £ >css¢ — \_NADPH <
Figure 08 : Action des enzymes antioxydantes sur la cascade radicalaire

Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart de ces composants ne sont pas
synthétisés par 1’organisme et doivent étre apportés par 1’alimentation (Kanoun., 2011).

Les meilleurs antioxydants exogenes sont la vitamine E, la vitamine C, les caroténoides et
les Polyphénols (N'Guessan et al., 2009).
 Vitamine C : C’est un antioxydant puissant. Elle fonctionne avec la vitamine E et ’enzyme
glutathion peroxydase pour arréter des radicaux. Elle est largement présente dans les fruits et
Iégumes frais. Elle est instable a la chaleur et a la lumiere UV (Cheick-Traoré., 2006).
« Vitamine E : Elle semble devoir fixer le radical hydroxyle avec formation d’une molécule
d’ouverture de cycle. Elle est retrouvée dans les huiles végétales, les amandes, les graines, le lait,
les oeufs, les légumes a feuilles vertes (Muanda., 2010).
« Caroténoides : Les caroténoides font partie des micronutriments qui participent a la défense
de I’organisme contre les especes réactives de 1’oxygene, et par conséquent, contribuent a
prévenir diverses pathologies. Ce sont essentiellement des piégeurs de 1’oxygene singulet; mais
ils peuvent également neutraliser les radicaux libres (koechlin ., 2006)
«Les polyphénols :Ce sont des antioxydants naturels puissants impliqués dans la défense contre
les dommages oxydatifs au niveau de la cellule car ils possédent des structures chimiques idéales.
L’activité antioxydante des polyphénols est plus puissante que celle des tocophérols et de 1’acide

ascorbique (Ozsoy et al., 2008).
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Les actions protectrices des polyphénols peuvent comprendre (Magalhaes et al., 2008)
inhibition des E.O.R (102) , Piégeage des radicaux libres ,Chélation des ions métalliques
responsables de la production des E.O.R , Inhibition des enzymes responsables de la production
desE.O.R.

2. Activité antimicrobienne

Les deux piliers de la stratégie nationale 2022-2025 de Prévention des Infections et de 1’ Anti
bio -résistance en santé humaine sont les actions de prévention et controle de I’infection et celles
promouvant le bon usage des antibiotiques. Il est démontré dans la littérature que les actions de
Prévention et Controle de I’Infection (PCI), ciblant a la fois les infections communautaires et
celles associées aux soins (IAS), et les actions promouvant le bon usage des antibiotiques (BUA)
ont des effets synergiques, interdépendants et complémentaires (Pistes d’action pour ancrer les
progrés de 2020(santé publique (France.fr))
Les antibiotiques ont considéré une grande découverte thérapeutique importante pour la santé
Humaine utilisation a permis de diminuer le taux de mortalité et de morbidité mondiale depuis

long Temps (Ouedraogo et al., 2017).

2.1. Antibiotiques et leur mode action
Les antibiotiques sont des substances élaborées par des micro-organismes, des dérivés

synthétiques ou des produits entiérement semi-synthétiques capables d’inhiber sélectivement
certaines voies métaboliques des bactéries, sans exercer d'effets toxiques pour les organismes
supérieurs (Sanchez., 2015)
Les principaux mécanismes d’action que I’on peut rencontrer différent selon la molécule
considérée. Ainsi, les antibiotiques peuvent agir, entre autre :

+ Inhiber la synthése de la paroi bactérienne, c’est —a-dire inhiber la synthese du

peptidoglycane

+ Inhiber la synthese de la membrane cytoplasmique

+ Inhiber la synthése de I’ADN bactérien

+ Inhiber la synthése de protéines bactériennes (Caruba et Jaccoul et al., 2015).
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2.2. Résistance Bactérienne Aux Antibiotiques

Selon POMS (2020), la résistance aux antibiotiques constitue aujourd’hui I’une des plus
graves menaces pesant sur la santé mondiale, la sécurité alimentaire et le développement.
La résistance bactérienne aux antibiotiques est un probleme majeur compliquant le traitement des
infections bactériennes surtout par la dissémination des souches multi-résistantes (Ventola.
,2015). La progression de cette multirésistance risque de conduire a une augmentation de la
létalité de certaines infections bactériennes et représente donc une menace reelle (Seragui et al.,
2013; Munita et Arias., 2016).

Les bactéries pathogénes, grace a leur flexibilité et plasticité génétique, sont capables de
mettre en place un programme de résistance spécifique contre un antibiotique particulier. En
effet, certaines souches arrivent a rétablir une multi résistance vis-a-vis de plusieurs antibiotiques
a la fois donnant lieu a ce qu’on appelle les bactéries multi résistantes aux antibiotiques
(multidrugs résistantes ou MDR).

Les principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques sont beaucoup, et peuvent

modifier plusieurs cible en fonction cellulaires (Giedraitiene et al., 2011) :

+ Diminution de I’adsorption des aminoglycosides ;

+ Modification de I’interaction des lipopeptides avec la membrane cellulaire ;

+ Modification de I’activité enzymatique des aminoglycosides ;

£+ Modification de liaison des B-lactamines a des cibles intracellulaires ;

+ Modification de liaison a des cibles membranaires ;
Réduction de I’affinité des glycopeptides a des cibles membranaires (Bouyahya et al., 2017).
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Notre objectif dans ce travail est d’étudier 1’activité antioxydante d'une plante Globularia
arabica de sud-ouest Algérien (W.Naama) d’une parte, et d’autre part I’évaluation de I’activité
antifongique et antibactérienne de I’huile essentielle de Rhus tripartitium contre des souches
bactriennes pathogénes et Candida Albicans.

Les travaux pratiques ont été réalisés au niveau de laboratoire de recherche scientifique et
de laboratoire de microbiologie, institut des Sciences et technologies (Centre universitaire
SALHI Ahmed. Nadma.).

1. Matériels végétal
1.1. Gliobularia arabica

Dans cette étude, les échantillons du mateériel végétal utilisé ont été récoltés au mois mars
2022, dans leur habitat naturel djbel boulekfed sud-est de la région de W.Naama (Daira de
Moghrar) (Photo 05). Le matériel végétal est constitué les deux parties : aérienne et racinaires de
la plante Globularia arabica. (Photo 03)

La description visuel de Globularia arabica montré que c’est un arbrisseau tres ramifié,
d’une hauteur de 30 cm a 1 m, feuilles trés nombreuses persistantes de forme obovale, alternes
terminées par une pointe, tiges brun rouge, fleurs bleus violacé avec une corolle & deux lévres

ayant la Iévre supérieure trés courte et I’inférieure.

A : Feuilles/ Tiges B : Fleures C : Racines

Photo 03 : Parties aériennes (A et B) et partie racinaires(C) de G. arabica (Cliché :DIDA, 2022)
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1.2. Rhus tripatitium

L’espéce sélectionnées : Rhus tripartitum ont été récoltée dans leur habitat naturel dans djbel
boulekfed sud-est de la région de W.Naama (Daira de Moghrar), durant le mois de mars de
I’année 2022. (Figure 09).
C’est un arbuste, d’une hauteur de 1 a 10 m des feuilles trifoliées, fleurs sont trés petites groupées
en panicules denses, les fruits des grappes denses rougeatres (Photo 04).

Photos 04: feuilles Rhus tripartitum (Cliché :DIDA, 2022)

Ces plantes sont identifiées par le professeur: Marouf. A, et par le docteur : Gordo. B
(Centre Universitaire SALHI Ahmed_ Nadma).

Les feuilles, les tiges, les fleures et racines, sont lavées puis laissées sécher a I’ombre et a
température ambiante dans un endroit airée, puis ont été broyées a I’aide d’un broyeur électrique,
le broyat obtenu a été conservé dans des sachets en papier a température ambiante, dans un

endroit sec et a ’abri de I’humidité et de la lumiére jusqu’a son utilisation.




CHAPITRE I : MATERIELS

W. Naama

Station

Moghrar

Stations de

récolte

Figure 09 : Position géographique des stations de récolte des plantes étudiées (Google Earth)
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2.1. Les souches microbiennes

Les souches bactériennes utilisés, comprenant neuf bactéries et une levure, Tableau 02, qui

sont pathogenes pour ’homme, souvent multi résistantes aux antibiotiques et responsables des

infections plus ou moins graves, pour cette raison ces bactéries ont été choisies dans cette étude.

Escherichia coli ATCC 25912
Escherichia coli ATCC 27922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Salmonella typhenerium  ATCC 13311

bacillus subtilis ATCC 21332
Bacillus cereus ATCC 10876
Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Enterococcus faecalis ATCC 49452

Micrococcus luteus Non référenciée

I Crcfctaloicans S (R

Tableau 02 : Différentes micro-organismes testées
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2.2. Milieux de culture
Selon les méthodes utilisées et selon les souches, nous avons utilisé les milieux de culture
suivants :
-La gelose nutritive (GN) : pour I’isolement des souches bactériennes.
-Le milieu sabouraud (SB) pour I’isolement des C. albicans.
-La gélose Mueller Hinton (MH) pour 1’étude de la sensibilité des bactéries et les C.albicans

a ’huile essentielle

2.3. Antibiotiques et antifongiques
Parmi les nombreux antibiotiques, nous avons choisis deux antibiotiques en raison de leur
efficacité contre les bactéries :
-Gentamycine (GEN.10 pg/disque), Pénicilline (P1.10 pg/disque). Comme contrdle positif.
- Pour les C.albicans on a utilisé La nystatine (Ny. 30 pg/disque). Comme controle positif.

-le DMSO (5 pl/disque) comme controle négatif.
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1. Extraction

Les métabolites secondaires sont extrait par une variété de méthodes suivi (Markham.,
1982) est recommandée pour I’extraction des composés phénoliques, il existe plusieurs types
d'extraction tel que:

Extraction par infusion : préparé en versant de 1’eau bouillante sur une quantité spécifique
de matiére végétale, laissé le mélange reposer la mixture pendant 10-15 minutes (Sofowora.,
2010).

Extraction avec décoction : consiste a faire cuire la matiére premiére végétale dans de I'eau
bouillante, pour extraire les principes actifs.

Extraction par macération : ¢’est une technique d’extraction solide-liquide qui dans laquelle
la matiere premiere végétale est laissée dans un solvant froid (eau, alcool) pendant un certain

temps. (Nshimiyimana et al., 2010; Konkon et al., 2006).

1.1. Préparation des extraits
e Mode opératoire

3g de poudre végétale des tiges, racines a été mise en contact avec le mélange méthanol-eau

(70:30) (v/v), la préparation a été portée sous reflux et a chaud & 100°C pendant 2h, Apres
refroidissement a température ambiante ,d’autre part laisser tremper 3g de notre poudre végétale
des feuilles et fleurs dans un liquide (mélange méthanol-eau (70:30) (v/v).) a froid pendant 24
heures sous agitation.
Pour la préparation des fraction acétate d’éthyle et n-butanol on utilise le méme protocole
précédemment utiliser pour la préparation des extraits fractionnées sauf que les résidu sec est
repris a I’eau , la phase aqueuse obtenue est extraite en continu avec de I’acétate d’éthyle et du n
—butanol selon la méthode d’extraction (Bekkara et al ., 1998), tous les extraits subissent un
processus de filtration sur Biichner sous vide, puis évaporation sous pression réduite a sec (180
rpm, 60°C) par un évaporateur rotatif (rotavap).

Enfin, chaque résidu de chaque partie a été repris par 3 ml de méthanol les extraits bruts, les
fractions acétate d’éthyle et n-butanol des parties (feuilles, fleures, tiges, racines) ont été
conservés a +4°C a labri de lumiére jusqu’a leurs utilisations.

Notre démarche de préparation des extraits est résumée a travers le schéma suivant
(Figurel0).
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[ 3g de la matiere végétale seche ]

‘////////’

.

Décoction (MeOH/H20 ; 70/30 ; v/v)
(Tiges /Racines)

Macération (MeOH/H20 ; 70/30 ; v/v)
(Feuille / Fleurs)

N

/

Filtration

A

L

( Evaporation sous vide ]

\

Addition de I’eau (20 ml)
Acétate d’éthyle (20 ml)

v

[ Décantation ]

[ Phase organique ] [ Phase aqueuse ]

A

A

[Addition de butanol (20]

[ Décantation ]

Evaporation sous vide

A 4

A

y

[ Phase organique ] [ Phase aqueuse ]

[ Addition de (3ml MeOH) [ Addition de (3ml MeOH) ]

J

A 4

l

[ Extrait brute ] [ Extrait acétate d’éthyle ] [ Extrait n.butanol ]

Figure 10 : Schéma de Préparation et fractionnement des extraits de G. arabica (Bekkara et al .,

1998)
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2. Extraction de I’huile essentielle

L’extraction a été faite par hydrodistillation qui consiste a immerger la matiére premiére
de la plante dans un bain d’eau et I’ensemble est porté a ébullition, elle est généralement conduite
a pression atmosphérique. La distillation s’effectuer des eaux aromatiques obtenues lors de la
décantation, afin d’extraire I’huile essentielle (Boukhatem et al., 2019).

Les huiles essentielles de Rhus Tripartituim sont extraites par 1’hydrodistillation a 1’aide
d’un appareil de type Clevenger. (Photo 06).

80g de poudre de la partie aérienne de la plante est introduits dans un ballon de (1L) et ony
ajoute une quantité d’eau distillée correspondant a (2/3) du volume du ballon, I’ensemble est

porté a I’ébullition pendant (3 heures), I’eau et 1’huile sont séparent par différence de densité.

Condenseur
Colonne de distillation
Récupérateur
L’huile + Hydrolat
Matiére végétale+eau

Réacteur

Photo 06 : Montage de 1'appareil de I’hydro distillation. (Cliché : LOGBI. 2022)

Les huiles essentielles extraites sont conservées a une température de 4°C, dans des flacons
en verre fumé, fermé hermétiquement pour les conserver contre les agents de dégradations (I’air,
lumiére et les variations de température).

1.3. Rendement

Le rendement est la quantité d’extrait obtenu a partir d’une matiére végétale et s’exprime
comme suite le pourcentage, en fait, crée le rapport de la masse de I’extrait sur la masse de la
poudre végétale pour I’extraction etmultiplié par 100.
Cela nous donne I’équation suivante: Rdm (%) = (m/mg) x 100

m : masse d'extrait sec pesée en g. Mo: masse du matériel végétal en g.
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Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport de masse d’huile
essentielle et la masse du matériel végétal utilisé pendant 1’extraction, il est calculé selon la
formule suivante (Bougeurra, 2012) : RHE : MHE /MPS %100
RHE : rendement en huile essentielle
MHE : mase de I’huile essentielle obtenue (g)
MPS : mase de la plante séche traitee (g)

2. Analyses des extraits

2.1. Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols sont analysés par spectrophotométrie avec le réactif de Folin Ciocalteu
qui, en milieu alcalin, est réduit en oxyde de tunguestene et de molybdéne donnant une couleur
bleue en présence de polyphénols. (Hayouni, E et al., 2007).

Une courbe d’étalonnage a été réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires
en utilisant ’acide gallique comme contrdle positif.

Le mode opératoire de dosage de polyphénols est montré dans la figure 11

2 ml de Na2CO3 (2%)

v

100 ul d’extrait méthanoliaue

¢

Mélanae au vortex (laisser 5 min)

v

100 ul de Folin-Ciocalteu

v

Mélange au vortex

'

Incubation a I’obscurité pendant 30

v

Lecture au spectrophotométre (A=750nm)

Figure 11: Méthode de dosage des polyphénols (Hayouni, E et al., 2007).
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2.2. Dosage des flavonoides

La détermination des flavonoides totaux est réalisée par spectrophotométrie selon la
méthode directe de (Zeghadet Merghemen., 2013).

Le principe repose sur la formation d’un complexe trés stable, entre le chlorure
d’aluminium et les atomes d’oxygeéne présents sur les carbones 4 et 5 des flavonoides (Ali-
Rachedi et al., 2018).

Une courbe d’étalonnage a été réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires
en utilisant la catéchine comme contréle positif.

Le mode opératoire de dosage de flavonoides est montré dans la Figure 12 .

150 ul MeOH

l

150 nl d’extrait méthanoliaue

» at=0 ajouter 150 pl de NaNO2 a 5%

» at=>5min 150 pl de AICI3 a 10%

Y > at=11min500 pl de NaOH a IM

Mélanaer au vortex

|

Lecture au spectrophotométre a A=

Figure 12 : Méthode de dosage des flavonoides (Zeghad et Merghemen., 2013)

2.3 Dosages des tanins condensés

Les tanins condensés sont mesurés dans les extraits bruts et les fractions de tanni par la
méthode de (Sun et al., 1998).
Ce processus dépond de la réaction de la vanilline avec le groupement flavonoide terminal des

tanins condensés et la formation de complexes rouges (Schofield et al., 2001).
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Une courbe d’étalonnage a été réalisée en parallele en utilisant la catéchine comme contrdle

positif, le mode opératoire de dosage de flavonoides est montré dans la figure 13.

1500 pL Vanilline 4%

l

50 pl d’extrait méthanolique

l

Meélanger au vortex

l

750 pL. HCI 97%

l

Incubation a I’obscurité pendant 20 min

|

Lecture au spectrophotométre a A= 550 nm
Figure 13: Méthode de dosage des tanins condensés (Sun et al., 1998).

3. Activité biologique des plantes étudiées
3.1. Activité antioxydante

Il existe plusieurs méthodes de détermination de I'activité antioxydante, I’évaluation de cette
activité in vitro de nos extraits a été faite en procédant a deux dosages ; celui de DPPH, et du
FRAP.
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3.1.1 Dosage de piégeage du radical libre DPPHe
Le DPPH (2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable qui absorbe a 517nm.
En présence de composés anti-radicalaires, le DPPH de couleur violette se réduit en DPPH-H :

hydrazine non radical (2,2 Diphenyl-1-picryl hydrazine) de couleur jaune. (Dridi. A., 2018).
(Figure 14).

VIOLET JAUNE

Figure 14 : Réaction de réduction du DPPH en présence d'un antioxydant ( Dridi., 2018)

L’acide ascorbique a été utilis€ comme contréle positive dans les mémes conditions

expérimentales, afin de comparer son activité avec celles de nos extraits.

Le protocole expérimental suivi, est celui décrit par (Dong-Sun lee et al., 2001),dont

I’activité anti-radicalaire des extraits testés correspondant au pourcentage d’inhibition (I%) du
DPPHe. Calculé¢ selon 1’équation suivante :

1% = [(AC - AT) / AC] x 100
AC : Absorbance du controle.

AT : Absorbance du test effectué (échantillon).

Afin d’évaluer le pouvoir antioxydant de nos extraits pour les comparer avec celui de I’acide
ascorbique ; on a recouru a la détermination de la concentration de chaque fraction nécessaire

pour réduire 50% du radical libre, autrement appelée ’indice IC50 ; graphiquement a partir de la
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courbe de régression logarithmique du pourcentage d’inhibition du DPPHe, en fonction de la

concentration de I’extrait. (Figure 15).

1950 L. DPPH (0.0025g/ L)

l

50 pL. Extrait /Fraction

l

Meélanger au vortex

l

Lecture au spectrophotométre a A= 515 nm
Figure 15 : Protocole de test DPPH (Dong-Sun lee et al., 2001)

3.1.2. Pouvoir réducteur du fer, FRAP

La méthode de FRAP est basée sur la capacité des extraits ou fractions testées a réduire le
fer ferrique (Fe+3) présent dans le complexe K3Fe(CN) 6 en fer ferreux (Fe+2) (Karagozler et
al., 2008).

Fe" + H,0, » Fe"'+ OH + OHe

L'absorbance du milieu réactionnel est déterminée a 700 nm. Une augmentation de l'absorbance
correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des échantillons testés (Hubert., 2006).
Le protocole expérimental suivi est celui décrit par (Karagozler et al., 2008).( Figure 16).
Afin d’évaluer le pouvoir antioxydant de nos extraits pour les comparer avec celui de I’acide
ascorbique ; on a recouru a la détermination de la concentration de chaque fraction efficace pour
réduire 50 % du Fe+3, autrement appelée 1’indice EC50, graphiquement a partir de la courbe de
régression linéaire de 1’absorbance du milieu réactionnel en fonction de la concentration de

I’extrait.
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100 pL Extrait / Fraction

l

250 pL Solution tampon pH = 6,6

|

250 pL. K3Fe(CN) 6 2 1%

l

Incubation pendant 20 minutes a 50°C

Refroidissement a température

l

250 pL TCA 2 10 %

l

Centrifugation a 3000 tours/min pendant 5

l

500 pL. Surnageant

l

500 pL Eau distillée

l

100 pL Fe C13 a 0,1%

l

Melanger au vortex

|

Lecture au spectrophotométre a A= 700

Figure 16: Protocole de dosage FRAP (Karagozler et al., 2008)
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3.2. Activité antimicrobienne de Rhus tripartitium

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer I’activité antibactérienne des composés

présents dans I’huile essentielle obtenus vis-a-Vvis a des souches bactériennes pathogénes.
L’activité antibactérienne de 1’huile essentielle a été déterminée par la méthode de diffusion
en milieu gélosé (Athamena., 2009 ; Bassole et al., 2011).
Le protocole de cette méthode est celui qui a été décrit par (Rihane et Benlahreche., 2013)
en y apportant quelques modifications, cette manipulation comporte les étapes suivantes:
e Préparation de pré-culture
Les tests antimicrobiens sont réalisés a partir des cultures jeunes de 18 a 24 heures en
phase exponentielle de croissance.
La réactivation des souches est effectuée par I’ensemencement de 1’espéce bactérienne
dans un milieu liquide bouillon nutritive (5ml).
Aprés incubation 24 heures a 37°C, les souches bactériennes sont repiquées dans la gélose
nutritive et incubées a 37°C pendant 24 heures.
e Préparation d’inoculum :

A partir d‘une culture jeune de 18h a 24h pour les bactéries et de 48 h pour la levure,

4 a 5 colonies bactériennes bien isolées sont mises en suspension dans 1’eau physiologique a 0,9
% Na CI.

Puis cette suspension est ajustée au standard Mc Ferland 0,5 a 1’aide d’un spectrophotométre
(colorimeétre), correspondant a une densité optique DO entre 0,08 a 0,1 Mc Ferland pour les
bactéries et entre 0.11 et 0.13Mc Ferland pour la levure et cela & une longueur d‘onde de 620 nm.
ce qui correspond a une concentration optimale de 107 -108 UFC /ml (CA-SFM., 2013).

A chaque fois une nouvelle lecture de transmittance est réalisée jusqu‘a 1‘ajustement de la
suspension aux valeurs désirées. L‘inoculum doit étre utilisé dans les 15 min suivant sa
préparation. (CA-SFM., 2013).

e Préparation des disques :
- Préparer les disques de papier filtre de 6 mm de diametre (Whatman N° 1),

- Stériliser les disques a I’autoclave, a 120°C pendant 20 minutes.
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3.2.1. Méthode de diffusion des disques sur milieu solide :

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage a partir d’un inoculum dilué au 1/10
(Environ 107 UFC/ml) (CA-SFM., 2013).

A P’aide d’un écouvillon stérile, introduit dans la suspension bactérienne et essoré contre la
paroi interne du tube, réaliser des stries paralléles et aussi serrées que possible a la surface d’une
boite de pétri préalablement coulée avec la gélose de Mueller- Hinton. Répéter 1’opération deux
fois en tournant la boité 60° et en tournant I’écouvillon sur lui-méme.

Des disques de papier filtre, de 6 mm de diametre, sont préparés et stérilisés. Ils sont ensuite
imprégnés de 15ul de I’huile testée, et déposés a la surface de la boite de Pétri ensemenceée,
L’opération est répétée trois fois.

Un disque est imprégné de DMSO et déposés a la méme surface de la boite de Pétri.

Deux disques témoin de gentamicine (10 pg) et de pénicilline (10 pg) sont déposés sur la
méme boite.

Les boites de Pétri sont laissées sur la paillasse au moins 15 min pour une pré-diffusion des
huiles avant d’étre incubées a 37°C pendant 24 h.

Lecture : Apres 24 heures d’incubation, La lecture des résultats se fait par la mesure, a 1’aide
d’une régle graduée, du diamétre (mm) de la zone d’inhibition formée autour du disque, en
prenant la moyenne des trois essais effectués.

(Gulluce et al., 2007).

4. Analyse Statistique

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne de trois répétitions = SD, et
exprimée accompagnée de I’erreur standard.

Les courbes et les histogrammes ont été réalisés a 1’aide de programme Microsoft Excel
2013 et le test ANOVA.

Les valeurs de IC50 / EC50 ont été calculées a partir des équations linéaires ou

logarithmiques (% inhibition = f concentrations).
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1. Rendement
1.1 Extraits de Globularia arabica

Dans notre étude, le rendement a été déterminé par rapport a 3 g de matériel végetal sec, les
résultats sont exprimés en pourcentage (Figure 17), (voire annexe 01).

- 5 EXT MEOH

50 -

B EXTBUT

40 4 EXTACET D'ETH
Rdm

30 1
%

20 1

10 4

() 1 T T 1

FEUILLES FLEURES TIGES RACINES

Figure 17 : Pourcentage des rendements des différents extraits de G.arabica

Les résultats obtenus, montrent que les rendements en pourcentage des extraits de G.
arabica varient de (1.72 a 49,35 %) dont le rendement le plus élevé est enregistré dans 1’extraits
méthanolique des feuilles, alors que celui de I’extrait acétate d’éthyle des racines est le plus
faible, notre résultats (49,35%) sont légerement plus proches de ceux obtenus par (Ksouri., H ;
Maouche. N., 2021) qui ont détecté dans 1’extrait méthanolique des feuilles de Globularia
alypum (46,29 %).

Méme les résultats obtenus par (Chikhi.l., 2016), qui a marqué dans ’extrait acétate d’éthyles
feuilles (4,56%) ce qui est assez proche de nos résultat (6,86%).

Ces différentes résultats des rendements, revient en fonction de plusieurs paramétres comme
des études 1’avaient montré, d'une part, de I’influence de la technique d'extraction et d'autre part,
de celle du cycle végétatif, ainsi que de la période de récolte et de la localisation géographique.
Le temps de séchage de la plante influe également sur le rendement des extraits. (Michel et al.,
2011).
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1.2. Huile essentielle de Rhus tripartitum

Le rendement moyen en de l'huile essentielle a été calculé en fonction de la matiére
veégétale seche de la partie aérienne, 1’extraction ayant été faite sur la plante cueillie durant la
floraison de la plante.

La valeur obtenue pour les plantes étudiée est mentionnée au tableau 03 ci-dessous :

Rhus tripartitum

Rendement 0,15 %

Tableau 03 : le rendement en huiles essentielle de la plantes étudiée

Le rendement enregistré de 0.15 % est nettement plus faible, notre résultat est en accord
avec le travail de (Khaoula. B et., al. 2020) qui ont déterminé un rendement égale a 0,16 % de
leur étude réalisée sur I’espece Rhus tripartita.

La densité de I’huile essentielle de R.tripartitum est plus légére que 1’eau puisque leur densité et
inférieure a la densité de 1’eau (0,86 £ 0,03 < 1).

Il faut noter que le rendement des huiles essentielles dépend de plusieurs facteurs a savoir

I’espece, le milieu de récolte, la période de récolte, les pratiques culturales et la technique

d’extraction. (Benayad., 2008).

2. Dosage des polyphénols et des flavonoides et tanins condensées
2.1. Teneurs en polyphénols totaux

Le dosage quantitative des extraits bruts de Globularia arabica est réalisée par
Spectrophotométrie UV-visibles avait pour la détermination de la teneur en polyphénols totaux
en utilisant la méthode de Folin-Ciocalteu.

Les résultats sont exprimés en termes d’équivalents d’un standard a partir de la droite

d’étalonnage établie a I’aide de la solution de 1’acide gallique comme référence (Figure 18).
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Figure 18 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des poly phénols totaux

2.2. Teneurs en flavonoides
Les teneurs en flavonoides des extraits sont déterminées selon la méthode au trichlorure
d’aluminium et ont été calculés en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la courbe

d’¢étalonnage de catéchine (Figurel9).

0,180
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A 0,160 +—Y= Y o\
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,: 0140 L 0,9946 //’
0 0,120 —
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n
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Concentrations en pg/mL

Figure 19 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides
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2.3. Teneurs en tanins condenses
Les teneurs en tanins condensés sont déterminées par la méthode a la vanilline en milieu
acide et ont été calculés en utilisant I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage

de catéchine (Figure 20).
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Figure 20: Courbe d'étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés

Les résultats du dosage des polyphénols totaux, des flavonoides totaux et des tanins

condensés sont résumés dans le tableau 04 :

Extrait Poly phénols totaux  Flavonoides Tanins condensés
brut (mg EAG/ g ES) (mg EC/ g ES) (mg EC/ g ES)
B 161,93+ 0,013 49,66+ 0,009 53,54 + 0,005
Fleurs 184,65+ 0,021 40,07 + 0,007 57,92 + 0,40
Tiges 97,50+ 0,023 15,95 + 0,006 25,74 +0,03
Racines 200,75 + 0,035 59,46+ 0,019 104,94+ 0,04
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Tableau 04 : Dosage des poly phénols, flavonoides et tanins totaux des extraits de G.arabica

Les résultats présentés dans le tableau montrent que les teneurs en composés phénoliques
varient considérablement entre les différents extraits de plante étudiées.

La détermination quantitative des polyphénols totaux dans les différents extraits révéle que
les racines sont les plus riches en ppt avec une concentration de (200,75 + 0,035 pg EAG/mg E),
suivi par I’extraits bruts méthanolique des fleurs et des feuilles (184,65+ 0,021 ; 161,93+ 0,013
ug EAG/mg E) respectivement puis, 1’extrait brut des racines ont montrés des valeurs inférieures
aux précédents extraits (97,50+ 0,023ug EAG/mg E).

Nos résultats montrent que le contenu en polyphénols d’extrais brut feuilles sont proches
que celle de (Khantouche. L ; Abderabba. M., 2018) et (EI Akrem ., 2009) ,(150,2+1,5 ;153,9
mg EAG/ g ES) respectivement.
En plus, (Othmane Khalifi. T et al., 2016) ont révélé que I’extrait méthanoliques des feuilles
de G.alypum présente une teneur inférieure en polyphénols totaux que nos résultats (67,55 mg
EAG/ g ES)

Cependant, les teneurs en polyphénols totaux de (Khlifi D et al., 2011) sont supérieures que
les miennes (247,24 mg EAG/ g ES) pour I’extrait méthanolique des feuilles de G.alypum.

Les teneures en polyphénoles totaux dépondent a ’espéce et leurs déférentes parties qui
expliquent la variation dans nos résultats, et suivant les méthodes d'extraction et les solvants
utilisés.

D’autre part en comparant nos résultats avec les travaux de (Djeridane et al., 2006) qui ont-
ils trouverent une teneur en polyphénols totaux pour I’extrait brut des feuilles de G.alypum
largement inférieure (21,54 + 0,81 mg Eq AG/g MS) a celle obtenue dans le présent travail.

Ces variations en teneurs des polyphénols peuvent étre dues a divers facteurs ;
géographique, climatique, phase végétatives, équipement génétique et autres (Lamien-Meda et
al., 2010).

A travers les résultats obtenus, on note que les teneurs en flavonoides varient en fonction du
solvant utilisé, dont I’extrait de méthanol des racines semble le plus riche en flavonoides avec
une concentration de (59,46+ 0,019ug EQ/mg ES), suivi par ’extrait méthanol des feuilles et
fleurs (49,66+ 0,009 ; 40,07 + 0,007 ug EQ/mg E) respectivement puis I’extrait méthanol de tige
avec (15,95 £ 0,006 ug EQ/mg ES).
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Les teneures en flavonoides de nos résultats révele une valeur supérieure a celle obtenue par
(Khlifi et al., 2011) et (Khantouche. L, Abderabba. M., 2018), (18,20 + 0,25 ; 16,2 + 0,5ug
EQ/mg ES) respectivement et inférieure a celle obtenue par (Zeghada., 2009) (66,828 + 6,568
mg EQ/g pour I’extrait méthanolique des feuilles.

Il faut cependant noter que les résultats obtenus concernant les flavonoides dans la présente
étude sont inferieure & ceux trouvés par (Ben Mansour et al., 2012), I’extrait méthanol feuilles
(78,82 + 0,03 pg EQ/mg ES).

Alors nous pouvons deduire que notre plante présente des teneurs en flavonoides variables
selon I’extrait, la méthode d’extraction et la polarité du solvant utilisé et 1’écologie de la plante.

Il est clair que les taux en flavonoides dans nos extrait sont inférieurs aux teneurs en
polyphénols totaux, ce qui indique que les extraits contiennent d’autre composés phénoliques
(acide phénolique, tanins.....).

Le tableau montre que la quantité de tanins condensés est comprise entre( 25,74 + 0,03 et
104,94+ 0,04mg EQ/g) de la matiere seche .1l parait clairement que la teneur la plus élevée en
tannins est observée dans I’extrait méthanol des racines avec une concentration (104,94+ 0,04 mg
EC/ g ES) suivi par les extraits méthanol des fleurs et feuille, avec des concentrations proches
(57,92 + 0,40 ; 53,54 + 0,005 mg EC/ g ES), respectivement, puis 1’extrait méthanol des tiges
avec une concentration (25,74 + 0,03 mg EC/ g ES).

En comparant avec les travaux de (Ksouri. H ; Maouche. N., 2021) ils ont été trouvé que
I’extrait brut des feuilles de G. alypum présentaient des valeurs de (22+0,13 pg EAG/mg ES), ces
résultats sont inférieurs a ceux obtenus dans la présente étude et largement supérieure a ceux
obtenus par (Khlifi et al., 2011) avec une concentration (1,40 + 0,06 mg EC/ g ES) .

D’apres les résultats précédents, nous pouvons conclure que nos extraits ont montré une
richesse importante en composés phénoliques qui sont susceptibles d’avoir une activité

antioxydante en plus d’autres activités biologiques.

3. Evaluation de P’activité antioxydantes des extraits de G.arabica

Dans le but de donner une précision complete de I’efficacité antioxydante des extraits bruts
et des fractions obtenus, 1’évaluation de D’activité antioxydante est réalisée en utilisant deux
techniques chimiques, in vitro, il s’agit de : le piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl), le pouvoir réducteur de I’ion ferrique FRAP.
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3.1. Capacité de piégeage du radical libre DPPH ¢

Le test de DPPH est ’'un des tests les plus utilisés en raison de sa rapidité, sensibilité,
commodité et de sa reproductibilité (Nur Alam et al., 2013).

Le DPPH est un radical libre qui posséde un électron non apparié sur un atome du pont
d’azote (Popovici et al., 2009) sa réduction par les composés antioxydants est accompagnée par
son passage de la couleur violette & la couleur jaune ce qui diminue son absorbance, 1’activité
antioxydant a été évaluée par spectrophotométrie a 515 nm, elle est exprimée en concentration
d’inhibition IC50, sachant que la IC50 est la concentration d’extrait nécessaire pour inhiber ou

réduire 50% de la concentration initiale du DPPHe

4391+ 0,02 32,130,037

47,46 + 0,01 47,86 + 0,02

16,28 +0,01 20,49+0,011 2553+0,034 3587 %013

29,070,056 19,68 +0,21 19,10 £ 0,02 31,50 £ 0,02

5,98+0,013

Tableau 05 : Valeurs de I’IC50 des extraits méthanoliques et ses différentes fractions de
G.arabica; exprimées en pg/ml, accompagnée de 1’IC50 de ’acide ascorbique
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Figure 21 : Courbe d’étalonnage d’acide ascorbique pour le dosage de DPPH

Les valeurs des CI150 présentées dans le tableau 05 (annexe 2), nous permettent de comparer
L’efficacité anti- radicalaire de nos extraits avec celle de contrbles positifs utilisés, il est connu
que plus la valeur de CI50 est faible ceci correspondant a une forte efficacité de 1’extrait testé.

L’analyse des résultats d’ICso de nos extraits obtenus révélent que les trois extraits et
fractions étudiés possedent une activité faible avec des valeurs plus ou moins élevées par rapport
le standard (acide ascorbique IC50=5,98 £0,013 pg/mL) (Figure 21).

L’extrait d’acétate d’éthyle de feuille montre la meilleure activité antioxydant avec 1C50
(16,28+ 0,01 png/ml) suivi par I’extrait butanol tiges et 1’extrait butanol et acétate d’éthyles fleurs
(19,10£ 0,02 ; 19,68 + 0,21 ; 20,49 £ 0,011 pg/ml) respectivement.

Nos résultats corroborent ceux de, qui ont déterminé (Taghzouti et al., 2016), pour un
extrait hydroalcoolique des feuilles de G. alypum une valeur d’IC50 égale a (48,28 ug/ml).

Les valeurs indiquées par (Boussoualim. N., 2014) de I’'IC50 de I’extrait acétates d’éthyle
de G. alypum sont supérieures a nos résultats ce qui indique que nos extraits sont plus actifs avec
des valeurs d’EC50 faibles (16,28 = 0,01 pg/ml).

En comparant nos résultats avec les travaux de (Maja .Fet al., 2022) ils ont trouve une
valeurs d’IC50 de I’extrait brut des feuilles égale a (17,25 ug/ml) qui révelé un effet inhibiteur
plus Puissant que le notre.

Les résultats de (Ksouri. H, Maouche. N., 2021) et (Maja .Fet al ., 2022) révelent que

I’extraction hydro alcoolique butanol et acétate d’éthyle des feuilles et ’extrait brut des feuilles
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avec un IC50 de I’ordre de (10,54 pg/ml et 10,58 pg/ml)et (17,25 ug/ml) respectivement, sont
plus actif que nos résultats.

On peut noter que I’activité antioxydante d’un extrait est un paramétre qui dépend fortement
des conditions opératoires de 1’extraction, de la nature et de la polarité du solvant et en particulier

de la matiére végétale (Bousoussa., 2016).

3.2. Capacité de réduction du Fer

Dans ce dosage, la quantité de Fe** réduit est suivie par la mesure de 1’absorbance a 700
nm. Nous rappelons que I’augmentation de 1’absorbance signifie une augmentation du pouvoir
réducteur des extraits testés (Ozturk et al., 2007).

Dans le but de comparer le pouvoir réducteur de nos extraits avec le contréle positif
utilisés (Figure 22), nous avons déterminé la concentration efficace (EC50) qui correspond a une

absorbance égale a (0,5). Les valeurs de I’EC50 déterminées par extrapolation a partir de ces

courbes sont rapportées en microgramme par millilitre (ug/ml) et regroupées dans le tableau 06.

45+ 0,06 41,81+ 0,05 53+ 0,07 52,67+ 0,25

18,25+ 0,04 26,36+ 0,012 21,6+0,025 49,91 +0,026

34,03+0,22 17,60+ 0,09 21,85+ 0,03 26,30+ 0,06

4,40 £ 0,021

Tableau 06: Valeurs de I’EC50 des extraits méthanoliques et ses différentes fractions de
Globularia arabica , exprimées en pg/ml, accompagnée de I’EC50 de I’acide ascorbique
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Figure 22 : courbe d’étalonnage d’acide ascorbique pour le dosage de FRAP

A partir des résultats rapportés dans le Tableau 06 (annexe 03), nous n’avons constaté que

les extraits testés possedent un pouvoir réducteur a différent degré.
A une DO= 0,5 les fractions n-butanol des fleurs et acétate d’éthyle des feuilles présentent les
valeurs EC50 les plus faibles respectivement (17,60 = 0,09 ; 18,25 + 0,04 pg/mL), ce qui
correspond au pouvoir réducteur du fer le plus important. Suivi par les fractions acétate d’éthyle
et n-butanol des tiges et acétate d’éthyles des fleurs (21,6 + 0,025; 21,85 + 0,03 pg/mL ) et
acétate d’éthyles des fleurs (26,36 + 0,012 pg/mL) respectivement ,en revanche 1’extrait
méthanolique des racines semble étre le moins actif avec I’EC50 la plus élevée (53 + 0,07
pg/mkL).

Dans ce test, ’acide ascorbique a été utilis¢é comme standard a des fins comparatives et ont
montré une puissante activité reductrice (4,40 + 0,021 pg /ml) par rapport a nos extraits.

Les études de (Ksouri. H, Maouche. N., 2021) et (Henniche . Messaoudi. S., 2013),
montre que I’extrait brut des feuilles de G.alypum avec des EC50 (5,57 pg /ml; 13,2 pug /ml)
respectivement, montrant une activité antioxydante inférieure que ceux trouvés dans la présente
étude avec un EC50= 45 £ 0,06 pg/ml.

A la lumiére de ces données on constate que ; cette différence en activité des différents
extraits peut étre expliquee par les différences de polarités des composés bioactifs de chaque
extrait qui peut influencer leurs solubilités et leurs pouvoirs réducteurs (Jayaprakasha et Patiol.,
2007).
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4. Evaluation de I'activité antibactérienne et antifongique de R.tripartitum
Dans le but de la recherche de nouvelles substances antimicrobiennes et antifongiques
naturelles, nous avons étudié le pouvoir antimicrobien des extraits isolés de la plante Rhus

tripartitum vis avis a des germes pathogeénes.

4.1. Méthode de diffusion sur disque

L’activité antibactérienne des huiles essentielles de Rhus tripartitim contre dix micro-
organismes (bactéries et levure), en utilisant la méthode de diffusion sur disque, c’est une
technique qualitative basé sur la mesure de diamétre de la zone d’inhibition, en millimétre (mm),
qui apparait autour du disque imprégné d’huile essentielle de plante étudiée, Les résultats du
criblage sont présentés dans le Tableau 07 . La pénicilline G et la Gentamycine sont utilisees
comme antibiotiques de contrbles positifs, le sulfoxyde de diméthyle (DMSQO) est un solvant
utilisé pour améliorer la solubilisation des huiles essentielles.

Avec un diamétre d’inhibition égal a celui du disque stérile non imprégné (6 mm), le DMSO
est sans effet sur toutes les souches bactériennes et levure a la concentration utilisée.

La classification des souches bactériennes en catégories « Sensible, (S) » ou « Résistante,
(R) » aux antibiotiques est définie par le comité de 1’antibiogramme de la Société Frangaise de
Microbiologie (CA-SFM., 2010).

La souche était dite sensible lorsque la zone d’inhibition moyenne était compris entre 9 et
14 mm et trés sensible ; entre 15 et 19 mm et extrémement sensible ; supérieur a 20 mm, elle
était déclarée résistante lorsque le diamétre mesuré était inférieur a 8 mm. (Ponce et al., 2003 ;
Affikakou et al., 2020).
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(H.E) (GEN)  (PEN) DMSO

Escherichia coli(27) 07 £ 0,15 23+0,05 10+£0,03 06 +0,00
Escherichia coli(25) 06 + 0,00 25+0,05 13+0,02 06 +0,00
Pseudomonas aeruginosa 06 = 0,00 28+0,02 06+0,05 060,00

Salmonella typhenerium 12 + 0,13 24 +£0,07 30+£0,07 06+0,00

bacillus subtilis 10+ 0,17 32+0,03 22+0,03 060,00
Bacillus cereus 07 £0,04 19+0,05 06+0,07 060,00
Staphylococcus aureus 116+013 14+0,07 14+£0,06 060,00
Enterococcus faecalis 11,3+0,12 35+0,06 23+0,03 060,00
Micrococcus luteus 11+0,11 30+0,03 33+006 060,00
Candida albicans 06 £ 0,00 / / 06 + 0,00

Tableau 07 : Diamétre des zones d’inhibition de I’huile essentielle de R. tripatitum vis-a-vis des
micro-organismes
4.2. Pouvoir antimicrobien

D’prés les résultats I’huile essentielle obtenue a partir de la partie aérienne de R.tripartitum a
présenté une certaine sensibilité vis-a-vis des souches bactériennes, avec des zones d’inhibition
variant entre (10 et 12 mm), alors que les autres souches microbiennes se sont révélées
résistantes a I’huile essentielle testée (6 a7mm) (voire annexe 04).

Par ailleurs, on remarque que Nos résultat révele que les bactéries Gram positif (S.aureus,
E.faecalis M.luteus et B.subtilis) apparaissent sensibles aux I’H E avec des zones d’inhibitions
varient de I’ordre (11.6 + 0,13, 11.3 + 0,12, 11 + 0,11, 10 £+ 0,17 (mm)) respectivement. Au
contraire, nous n’avons enregistré que la bactérie B.cereus présente une résistance a 1’huile

eccentielle avec un diamétre de 7 mm.
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En revanche, pour les bactéries Gram négatif (S. typhenerium ) on a remarqué qu’il y a un
effet qui est la plus sensible aux L’H E avec une zones d’inhibitions (12 + 0,13 mm).
Contrairement, Il a une résistance de ces bactéries (P. aeruginosa ,E.coli(25), E.coli(27)) aux
I’huile essenticlle avec des zones d’inhibitions (06 + 0,00 ,06 + 0,00 ,07 £ 0,04 (mm))
respectivement.

Concernant 1’activité antifongique de 1’huile essentielle de Rhus tripartitium, nos n’avons
enregistrés aucune formation de zone d’inhibition (06+ 0,00mm), donc il ya une résistance de la
levure ( Candida albicans) vis a vis 1’huile essentielle.

On peut notée que ; selon la bibliographie disponible, il n’existe pas de travaux antérieurs
comparables a notre étude sur I’activité antibactérienne des huiles essentielles de R.tripartitium.
Suivant les résultats obtenus par la méthode de diffusion sur disque, 1’activité
antibactérienne de I’huile essentielle de la partie aérienne de la plante étudiée, et en raison du
manque d’efficacité de ce dernier vis-a-vis les différentes souches testés, on ne peut pas réalisez
I’étude quantitative qui est basée sur la recherche de la concentration minimale inhibitrice (CMI),
et on peut dire que I’huile essentielle de R.tripartitium est plus ou moins active contre quelque
micro- organismes.ll est a signaler que le produit actif qui se présente dans la plante peut étre :
soit actif sans étre métabolisé et aura ainsi une activité In vitro et In vivo ; soit actif apres
métabolisation et dans ce cas il sera inactif In vitro et actif In vivo (Chaibi et al., 1997)
C'est-a-dire, qu’un composé peut avoir une action nulle sur un germe ou une action moyenne, ou

trés importante sur un autre, donc chaque composé agit difféeremment sur les micro-organismes.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECITVES

Les plantes médicinales sont utilisées partout dans le monde pour traiter diverses

maladies, y compris I'inflammation, les maladies cardiaques, le cancer...

Un grand nombre de plantes médicinales contiennent des composés présentant des

propriétés thérapeutiques trés importantes.

L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand intérét dans la
recherche biomeédicale. Cependant, I'information scientifique sur les activités biologiques des
plantes médicinales, y compris Globularia arabica et Rhus tripartitum est encore insuffisante,
de ce fait, on de inspiré cette étude, une demande trés croissante pour revenir a la nature dans

le but de chercher des soins de santé et de nouveau traitement.

Le rendement en pourcentage des extraits méthanolique et leur fractions de G. arabica
varient entre (1.72 et 49.35%) quelque soit I’organe précise (feuilles, tiges, racines, fleur) et
d’une maniére décroissante suivant 1’extrait brut méthanolique - fractions buthanolique -

fractions acétate.

Plusieurs facteurs influx sur le rendement de la plante tels que localisation

géographique, période de récolte.....etc.

L’huile essentielle des feuilles de Rhus tripartitum a un faible rendement qui égale a
0,15 % avec une activité antimicrobienne plus ou moins importante sur les déférents
microorganismes étudiés (bactéries et levure).

Les bactéries & gramme négatif sont sensibles & huile essentielle contrairement au
P.aeruginosa et E. coli 25 et E. coli 27 qui sont résistants.

Par ailleurs, les bactéries a gramme positif sont sensibles a I’huile essentielle sauf la
B.cereus, donc montre qu’elle présente une bonne activité antibactérienne sur certain souche

bactériennes.

Ces résultats restes préliminaires, une suite de ce travail a ’avenir est souhaitable pour

étudier les composants présents dans les extraits et pour évaluer leurs activités biologiques.
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Comme perspectives, il serait souhaitable :

-La culture des plantes médicinales pour permetre a la population d’avoir des médicaments et
des denrées alimentaires moins chers et d’éviter la disparition de certaines espéces
intéressantes.

-La réorganisation du secteur des plantes medicinales avec la mise en place de reglements
fixant les procédures de récolte, de préparation et de vente sur le marché local ou
international.

-La création d’une bibliotheque numérique des plantes médicinales des zones protégées (parcs
nationaux, les réserves naturels, les zones humides ...etc.) ,notamment dans la région de
Naama.

-Elargir le panel des especes étudiées avec des activités anti oxydantes, anti-cholinestérase et
anti tyrosinase in vitro et in vivo, et pourquoi pas d’autres tests biologiques : anti-tumoral,
anti-inflammatoire. . .etc.

-Caracteriser et isoler les principes actifs responsables de ces propriétés pharmacologiques.
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_ANNEXE 1 _
Rendement des extraits de Globularia arabica

49,35 % 28,75 %

42,90 % 3,77 % 16,33 %
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12,24 % 1,72 % 5,64 %
_ANNEXE 2

Pourcentages d’inhibition du DPPH- en fonction des concentrations de 1’acide ascorbique et des extraits méthanoliques et leurs fractions acétate d’éthyle et n-
butanoliques de 1’espéce G.arabica
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Pouvoir réducteur du fer en fonction des concentrations de 1’acide ascorbique et des extraits méthanoliques et leurs fractions acétate d’éthyle et n-butanol de

G.arabica
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_ANNEXE 4_

Figure : Photos d’effet de I’H E (feuilles,) de R. tripartitum sur les souches bactériens et une levure

Bacillus subtilis Pseudemonas aeruginosa Enterococus faecium

Bacellus cereus Salmonella typhinurium  Micrococcus luteus Candida .albicans
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