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Résumé :

L’objectif de cette étude est 1’évaluation de Dactivité antimicrobienne et
antioxydante de deux plantes médicinales de la région de Naama (Rhus tripartitum et
Micromeria debilis), par I'extraction qui se fait par décoction de différentes parties obtenus
en utilisant le méthanol. Les rendements des extraits bruts de Rhus tripartitum sont de
I’ordre de 38.22% (graines), 22% (feuilles et racines) et 19.21% (tiges) pour Micromeria
debilis c’est 20.54 % (feuilles) et environ 10% (tiges et racines). L’analyse par
Chromatographie sur couche Mince des extraits méthanolique des deux plantes a permis
de révéler la présence des composés phénoliques et des flavonoides. L’estimation
quantitative des polyphénols totaux, Les résultats ont révélé des fortes teneurs
considérables dans les racines de Rhus tripartitum 497.17 mg GAE/g suivi par les autres
parties, alors que les teneurs modérées ont été enregistrée ; dans les différentes parties
tiges, racines et feuilles d’extraits Micromeria debilis a I'ordre de 129.10, 122.02 et 65.22
mg GAE/g respectivement. Les flavonoides totaux ont été évalués par I’utilisation
d’AlCls, les teneurs sont 174.93 (racines), 132.06 (tiges) mg CEQ/g d’extraits de Rhus

tripartitum et dans 1’extrait de Micromeria debilis les teneurs sont similaires de 51.57
(feuilles), 47.97 (tiges) et 40.12 (racines). L'activité antimicrobienne est moyenne dans les
tiges et les racines de Rhus tripartitum et dans les tiges de Micromeria debilis.
L’évaluation de ’activité antioxydante par la méthode du piégeage de radical libre DPPHe
des extraits méthanoliques a montré que I’ensemble des extraits d’acétate d’éthyle de Rhus
tripartitum possedent un pouvoir antioxydant comparable a celle de 1’acide ascorbique
(ICsp environ 3.53 pg/ml). Par ailleurs I’extrait d’acétate d’éthyle de tige du Micromeria
debilis a présenté une activité vis-a-vis du radical libre DPPHe avec 1Csp = 6.34 pg/ml.
e Mots clés : Rhus tripartitum, Micromeria debilis, composés phénoliques,

flavonoides, activité antioxydant, activité antimicrobienne.
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Abstract :

The objective of this study was to evaluate the antimicrobial and antioxidant activity
of the two medicinal plants in the Naama region (Rhus tripartitum and Micromeria
debilis), by extracting boiling (decoction) from different parts obtained using methanol.
The yield of crude extracts from Rhus tripartitum is 38.22% (seeds), 22% (leaves and
roots) and 19.21% (stems). For Micromeria debilis, it is 20.54% (leaves) and about 10%
(stems and roots). Thin layer chromatography of methanolic extracts from both plants
revealed phenol and flavonoid compounds. The results of the quantitative estimate of total
polyphenols revealed high levels of Rhus tripartitum 497.17 mg GAE / g followed by other
parts, while moderate levels were recorded in various extracts of stems, roots and leaves
Micromeria debilis in 129.10, 122.02 and 65.22 mg GAE / G respectively. The total
flavonoids were evaluated by the A{C{3, the contents are 174.93 (roots), 132.06 (Yanbu)

extracts of CEQ / g from Rhus tripartitum and in Micromeria debilis extract, similar in
51.57 leaves, 47.97 stems and 40.12 roots. Antimicrobial is average in the stems and roots
of the Rhus tripartitum and in the legs of Micromeria debilis. The evaluation of antioxidant
activity by DPPH for methanolic extracts showed that all ethyl acetate extracts in Rhus
tripartitum had an antioxidant capacity similar to those found in ascorbic acid (IC50 of
about 3.53 ug / mL). In addition, the ethyl acetate extract from the Micromeria debilis stem
was shown to be active with respect to the free roots DPPH ¢ with IC 50 = 6.34 ug / mL.

» Keywords: Rhus tripartitum, Micromeria debilis, phenolic compounds, flavonoids,

antioxidant activity, antimicrobial activity.
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Introduction

En Algérie, le marché pharmaceutique est en nette progression, puisque 1’Algérie
compte viser le développement de la production locale et devenir une plateforme de
production nationale, sachant qu’une large part du marché repose sur les importations avec
un chiffre qui avoisine les 70 %. Nous citons, I’exemple des médicaments a base de plantes
qui ont une importance considérable dans le commerce international. La reconnaissance de
leur valeur clinique, pharmaceutique et économique continue de croitre (Bouzabata,
2017).

Les données concernant I’innocuité et I’efficacité des plantes, leurs extraits et
principes actifs et les préparations qui les contiennent restent encore limitées. L’ Algérie
posséde une réserve de remedes a base de plantes, de savoir-faire dans la médecine
traditionnelle. L’importance de cette médecine est tributaire de la diversité spécifique de la
flore locale présente et du savoir détenu par les tradipraticiens sur I’'usage médicinal des

plantes concernées (Tabuti et al., 2003).

D'apres les derniéres années, I’apparition des effets secondaires de certains
médicaments, la toxicité des antioxydants synthétiques et le développement de la résistance
microbienne aux antibiotiques ont augmenté le risque des effets néfastes des radicaux
libres et des microorganismes sur la santé humaine, ses effets ont conduit a la recherche a
puiser dans le monde végétal et particulierement les plantes médicinales et culinaires en
quéte de molécules naturelles efficaces et dénuées de tout effet adverse. (Al-Hajj et al.,
2014).

Ces molécules naturelles sont les métabolites secondaires qui ont des fonctions trés
importantes pour la survie et la propagation des plantes qui les produisent, comme signaux
chimiques, pour défendre leur producteur contre les herbivores et les pathogenes, comme
ils participent a des réponses allélopathiques (compétition entre les plantes pour la
germination et croissance), certaine assurent une protection contre les radiations solaires et

d’autre encore facilitent la dispersion du pollen et des graines (Bruneton, 2009).

Les métabolites secondaires sont aussi trés exploités par I’homme dans les différents
domaines : dans le domaine culinaire comme colorants et ardmes, dans le domaine agricole
comme herbicides et dans le domaine medicinal comme antibiotiques, antioxydants,
drogues.....etc. (Bruneton, 1993 ; Krief, 2003).



Introduction

C’est pourquoi le présent travail a été entrepris afin de mettre en exergue les vertus
de Rhus tripartitum (Ucria) Grande et Micromeria debilis (Pomel).

La présente étude a pour objectif 1’évaluation de I’activité antibactérienne et
antioxydante des différentes parties des deux plantes.

En effet notre travail est reparti en deux parties :

e Partie bibliographique qui est devisée en trois chapitres ;
- Le premier, ou nous apportons des généralités sur la phytothérapie, plantes
médicinales et métabolites secondaires des plantes.
- Le deuxiéme chapitre est consacré a une description des plantes étudiées,
- Enfin le troisieme chapitre est sur ’activité antibactérienne et antioxydante.
e Ladeuxieme partie est I’étude expérimentale, devisée en deux chapitres,
- Le premier est la description des matériels et méthodes utilisées dans la
réalisation de ce travail.
- Le deuxieme chapitre est consacré a 1’étude des résultats et discussion et enfin

a une conclusion générale.
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Chapitre I :

Phytothérapie et plantes médicinales

I.1. Définition de la Phytothérapie

Le mot phytothérapie se compose étymologiquement de deux racines grecques :
"phyton" et “therapeuein” qui signifient respectivement "plante” et "soigné" (Rwangabo,
1993) donc définie comme I'application thérapeutique des plantes ( Laccourreye et al.,
2016). Elle repose en partie sur une pratique traditionnelle, fondée sur 1’utilisation
ancestrale et locale des plantes, en tout ou en partie (fleur, feuille, tige, racine) ou en extrait
de decoction, distillat, huile essentielle. L’ingestion de produits végétaux peut étre
envisage en deux grands axes: une vision holistique de I’effet de plantes sur I’individu dans
son ensemble, et une vision plus scientifique axée sur I'action des plantes sur symptémes
de la maladie et la recherche des molécules actives, qui est le point de vue du
phytothérapeute ( Laccourreye et al., 2016).

I.2. plantes médicinales

Selon l'organisation mondiale de la santé (OMS) pres de 80% de populations
dépendent de la médecine traditionnelle. Les plantes médicinales sont utilisées depuis
I’antiquité comme remeédes pour le traitement des diverses maladies (Khaldi et al., 2012) et
la plupart des plantes sont utilisées empiriquement et sans validation scientifique de leur

efficacité et sécurité (Moutinho, 2013).

Les plantes médicinales sont utilisées directement comme agents thérapeutiques,
donc elles sont importantes pour la recherche pharmacologique et I'élaboration de
médicaments. Les plantes supérieures produisent des composés chimiques divers avec
différentes activités biologiques et rdles écologiques importants qui servent des
mécanismes de défense chimique contre les insectes, herbivores et micro-organismes
(Iserin, 2001).

1.3. Métabolites secondaires des plantes

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées
et accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes (Marouf et Requand, 2007).

Ils exercent un réle majeur dans I’adaptation des végétaux a leur environnement. Ils
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assurent des fonctions clés dans la résistance aux contraintes biotiques (phytopathogénes,
herbivores, etc.) et abiotiques (UV, température, etc.) (Bourgaud, 2013).

Les métabolites secondaires sont présents dans toutes les plantes supérieures, et
ayant une répartition limitée dans I'organisme de la plante. Dont plus de 200.000 structures
ont été définies (Hartmann, 2007). lls sont divisés principalement en trois grandes
familles: les polyphénols, les terpénes, les alcaloides ( Marouf et Requand, 2007).

1.3.1.Composés phénoliques

Les composés phénoliques ou les polyphénols constituent une famille de molécules
tres largement répandues dans le régne végétal, et sont des produits du métabolisme
secondaire des plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Ce qui signifie qu’ils n’exercent
pas de fonctions directes au niveau des activités fondamentales de I’organisme végétal,

comme la croissance, ou la reproduction (Yusuf, 2006).

Les polyphénols sont caractériseés par un ou plusieurs noyaux aromatiques
hydroxylés, et sont classés en différents groupes en fonction du nombre de noyaux

aromatiques qui les composent et des substitutions qui les relient (Manallah, 2012).
+ Acides phénoliques

Le terme acide phénolique peut s’appliquer a tous les composés organiques
possédant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En
phytochimie, I’emploi de cette dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides

benzoique et cinnamique (Belyagoubi et Benhammou, 2011).

0 0
X OH OH
HO
Acide cinnamique Acide benzoique
Figure 1. Structures des acides cinnamique et benzoique (Bruneton, 2009).
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++ Flavonoides

Ils sont considérés comme des pigments quasi universels des végetaux, dont
plusieurs sont responsables de la couleur vive des fleurs, des fruits et des feuilles (Midoun,
2011). Ce sont les composés qui ont en commun la structure du diphénylpropane C6-C3-
C6 ; les trois carbones servant de jonction entre les deux noyaux benzéniques notés A et B
forment généralement un hétérocycle oxygéne. Les flavonoides se répartissent en plusieurs
classes de molécules dont les plus importantes sont les flavones, les flavanols, les
flavanones, les dihydroflavanols, les isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les
aurones et les anthocyanes (Kone, 2009).

=
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Figure 2. Structure de base des flavonoides (Bojié, 2011).

«+ Coumarines

Elles dérivent des acides hydroxy-cinnamiques par cyclisation interne de la chaine
latérale (Macheix et al., 2005). Pres de 1000 composés cuminiques sont isolés dans

plus de 800 espéces de plantes et dans les microorganismes (Kone, 2009).

Figure 3. Structure de coumarine (Hadj Salem, 2009).

+» Anthocyanes

Le terme d’anthocyane, initialement forgé pour désigner la substance responsable
de la coloration des fleurs du bleuet, s’applique a un groupe de pigments hydrosolubles
responsables de la coloration rouge, rose, mauve, pourpre, bleue ou violette de la

plupart des fleurs et des fruits (Bruneton, 2009), et changent de couleur en fonction de
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leur pH. Les anthocyanes sont issus de 1’hydrolyse des anthocyanides (flavonoides

proches des flavones) (Iserin, 2007).
% Tanins

Les tannins (ou tanins) sont des substances d’origine végétale qui ont la propriété
de transformer la peau fraiche en un matériau imputrescible : le cuir (Bruneton, 1999).
Ce sont des composés phénoliques complexes, hydrosolubles ayant un poid moléculaire
compris entre 500 et 3000 Da (Kamra et al ., 2006), ils peuvent former des complexes
avec les protéines grace a la présence de plusieurs groupements hydroxyles phénoliques
(Amlan et Patra, 2010). Deux groupes de tanins différant aussi bien par leur structure
que par leur origine biogénétique sont distingues : les tanins hydrolysables et les tanins

vrais. Certains tanins auraient des propriétés antioxydants (Michellin, 2009).

1.3.2. Saponosides

Les saponosides sont des métabolites secondaires hétérosidiques présents dans
des nombreuses plantes (Colak et al ., 2009). Le mot saponine est dérivé du mot latin «
sapo ». Les saponines ont recu leur nom du fait qu’elles produisent une mousse
semblable a celle du savon (Hart et al ., 2008). Les saponines sont des glycosides a
poids moléculaires élevé, regroupant un ensemble complexe et chimiquement trés
diversifié de molécules tri-terpéniques ou stéroides. Elles se composent d’une fraction
aglycone hydrophobe (un noyau stéroidique ou tri-terpénique) liée a une chaine mono
ou polysaccharidique hydrophile (Wallace, 2004).La plupart des saponosides possedent
des propriétés hémolytiques et sont toxiques a I’égard des animaux a sang froid,

principalement les poissons (Bruneton, 2009).
1.3.3. Alcaloides

Le terme «alcaloide» a été introduit par W. Meisner au début du XIXéme. La
définition admise des alcaloides est celle donnée par Winterstein et Trier en 1910. Un
alcaloide est une substance organique azotée d’origine végétale a caractere alcalin et

présentant une structure moléculaire hétérocyclique complexe (Badiaga, 2011).

Généralement, les alcaloides sont produits dans les tissus en croissance : jeunes
feuilles, jeunes racines. Puis, ils gagnent ensuite des lieux différents et, lors de ces

transferts, ils peuvent subir des modifications. Ainsi, la nicotine, produite dans les
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racines, migre vers les feuilles ou elle est diméthylée. Chez de nombreuses plantes, les
alcaloides se localisent dans les piéces florales, les fruits ou les graines, ces substances
sont trouvées concentrées dans les vacuoles (Krief, 2003). Ce sont des composés
relativement stables qui sont stockés dans les plantes en tant que produits de différentes

voies biosynthétiques (Mauro, 2006).

CH,

Figure 4. Exemple dalcaloides : la morphine (Osbourn et Lanzotti, 2009).
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Chapitre 11 :

Plantes étudiée
11.1 Rhus tripartitum

Les Anacardiaceae sont une famille composée de noix et de fruits économiquement
importants, elle comprend 860 espéces réparties en 83 genres (Christenhusz et Byang,
2016). elles sont bien connue par leur utilisation dans les aliments et en médecine moderne
et traditionnelle (Lee et al., 2010; Wu et al., 2013).

Les genres les plus importants dans le monde des anacardiacées sont: Anacardium,
Continus, Mangifera, Pistacia, Rhus (Sumac), schinopsis, schinus, tapirira, Toxicodendron
(Rodolphe et al., 2004).

11.1.1. Description botanique, répartition géographique et habitats

Le genre Rhus est représenté par deux especes: Rhus tripartitum (Ucria) grande et
Rhus pentaphylla , I'espéce Rhus tripartitum possede plusieurs noms vernaculaires selon
les régions. On trouve cette espece a I'état spontané dans tout le bassin méditerranéen et
dans d'autre régions chaudes, et pousse souvent dans des régions non viables sur le plan
agricole (Le Floc’h et Boulous, 2008).

Ce sont des arbustes et de petits arbres pouvant atteindre une hauteur de 1 a 10 m.
Les feuilles sont disposées en spirale, bien que certaines espéces aient des feuilles trifoliées
ou simples. Les fleurs sont groupées en panicules denses ou des épis 5-30 cm de long,
chaque fleur est trés petite, verdatre, blanc crémeux ou rouge, avec cing pétales. Les fruits
forment des grappes denses de drupes rougeatres appelées sumac bobs (Hernandez et al.,
2009).

Figure 5. Rhus tripartitum

ED)




11.1.2. Classification
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Classification botanique

Régne : Végetal
Embranchement : Phanérogames
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Magnoliopsida (Eudicot)
Ordre : Sapindales

Famille : Anacardiaceae
Genre : Rhus
Espeéce : Rhus tripartitum

Noms Vernaculaires

Communément appelés sumacs en France ou simmecks par les Libanais. Le
nom générique Rhus était en usage chez les Grecs et les Romains (Ozenda,
1991).
Arabe : g8 G608
Nouvel :  Searsia tripartita
Synonymes :  Rhus oxyacantha Schousb

11.1.3. Utilisation traditionnelles

+ Les feuilles fraiches et les bourgeons peuvent étre machés étancher la soif, cela fait

saliver et donne I'impression d'eau dans la bouche.

+ Le fruit est consomme frais ou stocké, ou ajoutés a 1’eau pour un gofit rafraichissant

(Le Floc’h et Boulous, 2008).

% Pour les abcés dentaires : écraser des feuilles, mettre la pate sur I’abcés pour le faire

éclater.

+ Les écorces sont pilées pour faire une poudre utilisée pour soigner les aphtes. Son

bois est utilisé pour faire du charbon (faire attention, car celui-ci expose dans le feu),

et méme les écorces des racines sont utilisées pour tanner les peaux et les colorer en
rouge (Rached, 2009).

+ Traitement des troubles gastro-intestinaux, y compris la diarrhée et pour la dysenterie

(Abbassi et Hani, 2012).

Utiliser comme épices par les générations précédentes.

11



Partie bibliographique

+ Certaine ¢tudes montrent qu’on peut utiliser Rhus tripartitum pour les rhumatismes,
les troubles mentaux, le diabéte, les hémorroides et I'ulcére gastrique (Alimi et al.,
2013).

+ Les propriétés antipaludique, antivirale, antimicrobienne, antitumorigéne et
athérosclérose pour ces especes ont été signalées (Ahmed et al., 2001; Choi et al.,
2012; Lee et al., 2010).

11.1.4 Activités biologiques de la plante

Des extraits aqueux de graines, de feuilles et de racines de Rhus tripartitum riches en
tanins, en flanonoides et en coumarines ont montré une  activité
antibutyrylcholinestérasique importante pouvant étre utilisée pour le traitement de la
maladie d’Alzheimer (Ben Mansour et al., 2011).

Des travaux récents sur R. tripartitum ont indiqué que Il'extrait de cortex de racine,
riche en proanthocyanidines avec la présence de (+) catéchine, de (-) épicatéchine-3-
ogallate, d'oligomeéres et de polymeres proanthocyanidiques, présentait une activité
antioxydante élevée et empéchait la mort des thymocytes induits par le DD (mort induite
par le DD) chez le rat (Tebourbi et al., 2006).

Une nouvelle masazinoflavonone biflavonoide et la calodénone isobiflavonoide ont
été isolées a partir d'extraits aériens méthanoliques de cette espéce (Mahjoub et al., 2006)
qui ont également montré des activités antibactériennes, antifongiques et anti-
inflammatoires (Abbassi et Hani, 2011).

12



Partie bibliographique

11.2. Micromeria debilis

Parmi les plantes aromatiques qui sont utilisee dans la médecine traditionnelle il y a
les plantes de la famille Lamiaceae qui comprend 6500 espéces « sont des plantes
herbacées et sous-arbustes répartis dans le monde entier » (Chenni, 2016) et parmi les
genres étudier de cette famille il y a les Micromeria qui sont des plantes aromatique
utilisées dans le monde comme un calment de certaines maladies (Marinkovic et al.,

2002) et dans notre cas on va étudier 1’espéce Micromeria debilis.

11.2.1. Description botanique, répartition géographique et habitats

L’espéce Micromeria debilis se trouve en Afrique appelé anciennement Satureja
briquetii Maire . « Le genre Satureja a été un sujet de controverse parmi les taxonomistes
et il est traité differemment ». Il est caractérisé par une forme de sous-arbrisseau éricoide
qui porte une tige dressée ramifiée et des feuilles ovales lancéollées tres long que large.

Ces plantes aromatique sont plus utilisées dans la médecine populaire (Irani et al., 2014)

Les métabolites secondaires de cette plantes ont des activités biologiques anti-
inflammatoire, antioxydant, antiphytoviral, activités antibactériennes et antifongiques
(Chandra et al., 2013 ; Formisano et al., 2014), activités pharmacologiques, y compris

anesthésique, antiseptique (Gulluce et al., 2004).

Figure 6. Micromeria debilis

13
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11.2.2. Classification

Classification botanique

Régne : Végeétale

Embranchement : Phanérogames
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Magnoliopsida (Eudicot)
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Micromeria

Espéce :  Micromeria debilis

Noms Vernaculaires

Arabe: Sl gl salua gl
Synonymes :  Satureja briquetii Maire (nom ancien)

11.2.3. Utilisation traditionnelles

+ I’espece Micromeria debilis utilisee comme un traitement du rhume, les
douleurs abdominales, contre les infections oculaires et méme contre
hypertension artérielle et des troubles cardiaques dans la région de Naama.

+ Elle est utilisée contre les maux de téte, douleurs abdominales, plaies, yeux et
infections cutanées (Gulluce et al., 2004).
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Chapitre 111 :

Activité antimicrobiennes et antioxydante
I11.1. Activité antimicrobienne
11.1.1. Généralité

Toujours dans cet ordre d’idées, des métabolites secondaires de diverses plantes
restent d’un grand intérét pour la valorisation des ressources naturelles végétales.

En fait, leurs utilisations potentielles comme remedes alternatifs dans le traitement
de nombreuses maladies infectieuses et comme moyens de préservation des aliments
contre les processus d’oxydation ont été soulignés dans la littérature scientifique , les
études expérimentales ont été rapporté que les extraits de plantes et beaucoup d’autres
préparations phytochimiques riches en flavonoides possédent une activité antimicrobienne
(Tim et al., 2005), et d’autre propriétés variées comme les anti- tumorale, anti-
radicalaire,  anti-inflammatoire,  analgésique,  antiallergique,  antispasmodique,
antibactérienne, lls sont également connus pour moduler 1’activité de plusieurs enzymes ou

de récepteurs cellulaires (Muanda, 2010).

I11.1.2. Infections microbiennes

Les maladies infectieuses représentent la cause majeure de mortalité dans le monde;
ce sont des affections provoquées par des microorganismes pathogeénes telles que les
bactéries, les virus, les parasites ou les champignons et touchent des millions de personnes
dans le monde (Alwash et al., 2013).Mais les infections microbiennes sont rarement des
protozoaires, quelques fois des champignons (Aspergillus, Cryptococcus), des levures
(Condida) et parfois des virus (hépatites, herpés, grippe).On retrouve trés souvent des
bactéries ou leurs formes altérées, dont 1’apparition est favorisée par ['usage des
antibiotiques : bactéries a Gram positif tel que Staphylococcus, Enterococcus et bactéries
a Gram négatif comme les Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Proteus sp, Klebsiella

sp...... ) et Pseudomonadaceae (Haxhe et Zumofen, 1999).

111.1.3. Définition de I’activité antimicrobienne

Le terme "agent antimicrobien” désigne toute substance utilisée pour détruire les
micro-organismes ou empécher leur croissance, y compris, agents antibactériens. Les
agents antimicrobiens sont utilisés depuis des décennies pour traiter les maladies
transmissibles et prévenir les infections (CCE, 2001). Le mode d’action de ces agents sur

les bactéries, peuvent étre : bactériostatique ou bactéricides.
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111.1.4. Antibiotiques
111.1.4.1. Définition

Les antibiotiques sont des substances chimiques, élaborées par des micro-organismes
ou par synthese chimique, capables d'inhiber la multiplication (bactériostatique) ou de
détruire (bactéricide) des bactéries.

Les antibiotiques ont pour but de diminuer ou de stabiliser la quantité de bactéries
présentes au niveau du site infectieux et d'aider les cellules du systeme immunitaire a

entamer le processus de guérison.

111.1.4.2. Classification des antibiotiques

On a proposé plusieurs bases de classification, selon la structure chimique, selon le
mécanisme d’action, selon I’effet chimiothérapique.

La classification suivante est la plus fréeguemment rencontrée: Bétalactamines:
pénicillines et céphalosporines; Aminosides: streptomycine, gentamicine, etc;
Chloramphénicol et thiamphénicol; Cyclines: tétracyclines, doxycycline, etc ; Macrolides
et apparentés: érythromycine oléandomycine, etc; Polypeptides cycliques: polymyxine,
etc ; Rifamycines: rifampicine; Antibiotiques divers (Cohen et Jacquot, 2008).

111.1.4.3. Sensibilité et résistance aux antibiotiques

La résistance est un phénoméne naturel qui survient lorsque les bactéries qui
produisent des antimicrobiens tentent de se protéger contre ces méme qu’on commence a
utiliser les antimicrobiens en médecine humaine et que cette résistance << intrinseque >>
refléte I’adaptation évolutive des bactéries aux toxines naturelles présentes dans I’environnement.

La résistance bactérienne aux antibiotiques est apparue rapidement apres leur
introduction dans le traitement des maladies infectieuses. Cette résistance est un
facteur majeur compliquant le traitement des infections bactériennes. Parmi les
bactéries multiresistantes, les Staphylococcus aureus résistants a la meticilline
(SARM) et les Enterobacteries productrices de s-lactamases a spectre élargi
(EBLSE) sont les plus préoccupants a cause de leur pouvoir pathogene élevé, leur
prévalence au sein des hopitaux ainsi que dans le milieu communautaire (Philippon,
2008).
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111.1.4.4. Modes d'action des antibiotiques
Les 4 principaux modes d'actions des antibiotiques sont:
+ Inhiber la synthese de la paroi bactérienne, c'est-a-dire inhiber la synthése du
peptidoglycane.
4 Inhiber la synthése de la membrane cytoplasmique.
4 Inhiber la synthese de I'ADN bacteérien.

+ Inhiber la synthese de protéines bactériennes.

@ Inhibition Qe la sy(\thése @ Inhibition de la synthése
de la paroi tictenenne de la membrane cytoplasmique
o s B
17 \\

(3) Inhibition de Ia -
synthése proteique @ Inhibition de la
synthése de I'ADN

@ Autres mécanismes

Figure 7. Cibles de I’action des antibiotiques (Pibiri, 2006).

111.1.5. Description des microorganismes étudiés
I11.1.5.1. Bactéries
a. Escherichia coli

E. coli est un bacille a gram négatif (Patrick et al., 1988), de forme non sporulée, de
type anaérobie facultative, généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur varie de 2
a 6 um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um (Steven et al., 2004). Les bactéries
appartenant a 1’espéce E. coli constituent la majeure partie de la flore microbienne aérobie
du tube digestif de I’homme et de nombreux animaux. Certaines souches sont virulentes,
capables de déclencher spécifiquement chez I’homme ou chez certaines espéces animales
des infections spontanées des voies digestives ou urinaires ou bien encore des méningites

néo-natales. D’autres souches appartiennent a la flore commensale peuvent étre
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responsables d’infections opportunistes variées, surtout chez les sujets aux défenses
immunitaires affaiblies (Patrick et al., 1988).
b. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa est une bactérie mono-flagellée & Gram négative, présente dans divers
environnements et souvent dans l'eau (Méar et al., 2013). Elle est responsable d'environ
10% a 20% des infections nosocomiales et possede de multiples mécanismes de résistance
qui sont encodés dans les chromosomes intrinséques, y compris, le développement des
pompes multi-résistantes a la pénétration des medicaments, la production de p-lactamases
et les enzymes de modification des aminosides (Mahmoud et al., 2013), la faible
perméabilité de I'enveloppe cellulaire et sa grande 30 capacité d'adaptation, permettant la

colonisation rapide aux différents environnements (Jimenez et al., 2012).

c. Acinetobacter baumanni

A. baumanni est une bactérie a Gram négatif appartenant a la famille des
Moraxellaceae (Wendpoulomdé et al., 2016). Les bactéries du genre Acinetobacter sont
ubiquitaires (eau, sol, végétaux, etc.). Chez I’homme, les Acinetobacter font partie de la
flore saprophyte cutanée de la peau saine et sont souvent retrouvés dans les localisations
humides (creux axillaires, aines, espaces interdigitaux). Depuis quelques décennies, les
bactéries du genre Acinetobacter ont été impliquées dans de nombreuses maladies
infectieuses. Bien qu’elles soient principalement associées aux infections nosocomiales,
elles ont ¢galement ét¢ impliquées dans des cas d’infections acquises communautaires
(Joshi et al., 2013). Leur grande résistance a de nombreux antibiotiques rend le traitement
de ces infections difficile.

d. Staphylococcus aureus

Le staphylocoque doré (Staphylococcus aureus) est I'un des agents pathogenes les
plus importants pour ’homme. C’est une bactérie anaérobie, a Gram positif, de forme
sphérique avec un diametre de 0.8 a 1 um. Ce type de bactéries sont immobiles, asporulés,
habituellement sans capsule. De nombreuses souches de S. aureus produisent un pigment
jaune doré (Patrick et al., 1988). Elle peut causer de nombreuses maladies; d'infections
cutanées mineures a des maladies mortelles, telles que les abcés, la pneumonie, la
méningite, endocardite, la septicémie, l'arthrite septique, 1’ostéomy¢élite, infections intra-

vasculaires (Chang et al., 2013).
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e. Bacillus cereus

Bacillus cereus est un agent pathogene d'origine alimentaire commun et important
que I'on peut trouver dans divers produits alimentaires. En raison de la stérilisation a basse
température pendant une courte période temps, la pasteurisation ne suffit pas pour éliminer
completement B. cereus dans le lait, causant ainsi de graves pertes économiques et des
problemes de sécurité alimentaire (Gao et al., 2018).

C’est une bactérie a Gram-positif, mobile, sporulée en forme de batonnet. Associé a
deux types distincts de gastro-intestinal troubles, le syndrome diarrhéique et émétique
(Jebberger et al., 2014 ; Li et al., 2016), apres la consommation d'un aliment contaming,
qui contient plus que 10°-10° spores ou cellules végétatives de B. cereus par gramme
(Jensen et al., 2003; Bamnia et Kaul, 2015).

f. Bacillus subtilis

Le genre Bacillus correspond a des bactéries en forme de batonnets (1,2 a 10 um
de long), chimio-hétérotrophes, généralement mobiles (présence de flagelles péritriches),
habituellement présentes dans le sol. Ce sont des bactéries aérobies strictes ou facultatives.
(Prescott et al., 2010). B. subtilis est « ’espéce type » du genre et la bactérie Gram-
positive la plus étudi¢e. Son génome a ainsiété 1’'un des premiers a €tre completement
séquencé. En réponse a des conditions défavorables, ces bactéries ont donc la capacité de
former par enkystement des endospores (appelées spores dans ce mémoire)
métaboliquement inactives et qui peuvent survivre sous cette forme plusieurs millions
d’années (Nicholson et al., 2000). En effet, lorsque les conditions redeviennent favorables
pour la croissance, la spore peut retourner a son état végétatif (via la germination) et
coloniser ’environnement par multiplication. Ces spores représentent une préoccupation
majeure des industries alimentaires, car elles sont responsables de détérioration d’aliments
et de toxi-infections alimentaires en raison de leur haute résistance aux procedés de
conservation des aliments. Les spores bactériennes sont également connues pour étre des

agents infectieux animaux et humains (Pauline, 2013).

g. Listeria monocytogenes
Le genre Listeria comporte 8 espéces dont 1’espéce monocytogenes, petit bacille
(0,5 -2 pm x 0,5 um), Gram positif, isolé ou en chainettes, mobile a 20-25 °C, non

sporulé. Aéro-anaérobie facultatif (Hirsch, 2000).
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La bactérie L. monocytogenes est trés répandue dans la nature. On la trouve dans le
sol, I’eau, la végétation et les déjections de certains animaux. Elle peut ainsi contaminer les
aliments (OMS, 2018). Cette bactérie peut également étre présente dans le tractus
intestinal des animaux et de I’homme sous forme de portage asymptomatique. Elle est
I’agent étiologique de la listériose, une infection grave d’origine alimentaire affectant
essentiellement les personnes immunodéprimées, les personnes agées et les femmes
enceintes (Emilie, 2007).

111.1.5.2. Levures

e Condida albicans
C. albicans, souvent associé & un champignon microscopique, est un micro-
organisme de la famille des levures qui appartient a la flore commensale des individus
sains. Elle existe a 1’état saprophyte habituellement dans les épithéliums muqueux des
mammiféres en particulier sur les muqueuses digestives et génitales. Le passage de la
levure a un stade pathogéne est favorisé par un certains nombre de conditions comme le
changement dans les facteurs écologiques tels que l'utilisation d'antibiotiques a large

spectre ou des médicaments immunosuppresseurs (Méar et al., 2013).

111.1.5.3. Moisissures
a. Fusarium oxysporum
F. oxysporum sont des champignons ascomyceétes de la famille des Nectriaceae,
responsables de la pourriture racinaire (Ashokvardhan et al., 2014), dont certaines sont
des agents pathogenes majeurs véhiculés par le sol de plantes économiquement
importantes. Les membres du complexe d'especes F. oxysporum sont omniprésents dans

le sol et ont été trouvés dans un large éventail d'écosystémes (Kang, 2014).

b. Penicillium sp
P. sp sont des champignons filamenteux ubiquitaires, fait partie des
Deutéromycétes (champignons imparfaits, reproduction asexuelle) (Nguyen, 2007). Ces
especes sont des contaminants typiques des céréales de stockage et méme ils ont utilise
pour la lutte biologique vis—a-vis quelque champignon tel qu’Alternaria solani (Hassine et
al ; 2014).
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I11.2.Activité antioxydante

Les antioxydants sont des composés qui protegent les cellules du corps contre les
dommages causés par les radicaux libres (Mokrani et al., 2009). Ils rentrent en
compétition avec d’autres substrats oxydables et retardent ainsi ou empéchent 1’oxydation
de ces substrats (Ladoh et al., 2014). IIs jouent un réle important dans la prévention des
maladies telles que les pathologies du cceur, le cancer, le diabéte, I'nypertension et la
maladie d'Alzheimer (Meddour et al., 2011).

I11.2.1. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la génération des ERO et la capacité du
corps a les neutraliser. Il correspond a une perturbation du statut oxydatif intracellulaire
(Engonga, 2009).

Les dommages oxydants sont réalisés par 1’attaque des radicaux libres sur de
diverses biomolécules, en particulier les protéines, les lipides et I’ADN, ayant finalement

comme conséquence la dégradation et la mort de cellules (Ghedadha et al., 2015).

111.2.2. Radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre considérés comme des déchets du métabolisme
cellulaire. Ce sont des atomes et des molécules dotés d’une forte énergie et qui, avant
d’étre neutralisés détruisent ce qu’ils rencontrent. Ils sont produits dans toutes les cellules
de I’organisme tout a fait normalement et en faible quantité dans les mitochondries
(Muanda, 2010). L’ensemble des radicaux libres et leurs précurseurs sont souvent appelés

espéces réactives de I’oxygene (ERO) (Favier, 2003)

I11.2.3. Mécanisme de I’oxydation

L’oxydation est un phénomene complexe qui met en jeu des especes moléculaires
trés réactives et qui se traduit par le rancissement de graisses, la rouille des métaux et la
flétrissure des fruits et Iégumes (Rolland, 2004). Elle est initiée par la lumiére, la chaleur,
ou les traces de métaux lourds (Cu®* et Fe®"). Cette réaction est au départ trés lente, puis
s’accélere de fagon exponentielle. Elle se déroule en trois étapes : initiation, propagation et
terminaison (Bouras, 2004). Les réactions radicalaires sont d’autant plus destructrices
qu’elles se propagent en chaine : les molécules déstabilisees par un électron célibataire

deviennent a leur tour des radicaux libres (Manach et al., 2004).
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111.2.4. Systéeme antioxydant
Afin de contrer les effets néfastes des ERO, notre organisme possede des molécules a

activité antioxydante de nature enzymatique ou non enzymatique (Tabart, 2011).

111.2.4.1. Systéme antioxydant enzymatique

Il s’agit principalement de trois enzymes : la superoxyde dismutase (SOD), la
catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes ont une action
complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau de O, du H,O,, conduisant finalement

a la formation de I’eau et de I’oxygeéne moléculaire (Lehucher-Michel et al., 2001).

< _ SOD CAT
0O, » 0, > H_‘g();*’ H>O +'2 0
N\ _ GSH NADP®  _
\ </ "

Grx | GR| | GePD

mo £ > GssG — “-NADPH <

Figure 8. Action des enzymes antioxydantes sur la cascade radicalaire (Michel et al.,
2001).

111.2.4.2. Systeme antioxydant non enzymatique
Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart de ces composants ne sont pas
synthétisés par 1’organisme et doivent étre apportés par I’alimentation (Kanoun, 2011).
Les meilleurs antioxydants exogenes sont la vitamine E, la vitamine C, les caroténoides

et les Polyphénols (N'Guessan et al., 2009).

s Vitamine E
Elle semble devoir fixer le radical hydroxyle avec formation d’une molécule
d’ouverture de cycle. Elle est retrouvée dans les huiles vegétales, les amandes, les graines,

le lait, les oeufs, les Iégumes a feuilles vertes (Muanda, 2010).

¢+ Composés phénoliques
Les polyphénols sont des composés naturels largement répandus dans le regne
vegétal qui ont une importance croissante notamment grace a leurs effets bénéfiques sur la
santé. Leur role d’antioxydants naturels suscite de plus en plus d’intérét pour la prévention

et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et cardiovasculaires ; ils sont

22



Partie bibliographique

également utilisés comme additifs en industrie agroalimentaire, en pharmaceutique et en
cosmeétique (Bougandoura, Bendimerad, 2012).

111.2.5. Maladies liées au stress oxydatif

En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en sur exprimant
certains geénes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies:
cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu,
cedéme pulmonaire, vieillissement accéléré, Alzheimer, Parkinson, infections intestinales,

rhumatisme, 1’athérosclérose, le diabéte (Atawodi, 2005)
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Chapitre I :

Matériel et méthodes
1.1. Matériel

I .1.1. Matériel biologique
1.1.1.1. Matériel végétal

Les espéces sélectionnées : Micromeria debilis et Rhus tripartitum ont été récoltées
dans leur habitat naturel dans Mograr et Asla de la région de wilaya de Naama, durant le
mois de décembre de I’année 2018. (Tableau 1).

Ces plantes sont identifiées par le Monsieur Marouf A (Gherib, 2009).

Les espéces ont été triées, séparées et séchées a I'ombre dans un endroit bien aérée
pendant 2 semaines, les parties végétales de chagque plante ont été broyées et pesées. Ensuite

elles ont été bien conservées jusqu'a leur utilisation a des fins pratiques.

Figure 9. Parties séchées de Rhus Figure 10. Parties sechées de
tripartitum Micromeria debilis

a : graines, b : feuilles, ¢ : tiges, d : racines
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Tableau 1. Situation géographique et étage bioclimatique des différentes stations de récolte

des plantes étudiées

Plantes | Stations Période Parties Longitude | Latitude | Altitude Etage
de récolte | étudiées (Est) (Nord) (m) bioclimatique
g Graines
;. = Asla Décembre | Feuilles 776315 m
= S 2018 | Tiges Zone 30 N 365%445 1061 m Aride
= Racines
) Feuilles
2 Moghrar | Décembre Tiges 726746 m 3599998
S S 2018 ge Zone 30 N 931 m | Aride. Chaude
< Racines m

1.1.1.2. Souches microbiennes testées

Les souches pathogenes utilisées sont parmi celle qui causent les maladies les plus

courantes, ce sont des contaminants alimentaires fréquents, provoquant ainsi des infections

hospitalieres importantes (pulmonaire, urinaire) (Jensen et al., 2003). Nous avons utilisé

dans cette étude des souches de références (Tableau 2).

Tableau 2. Souches microbiennes testées

Especes Références
Escherichia coli 25922
Bactéries a Gram - Acinetobacter baumanni ATCC 19606
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Bacillus cereus 11778
L Bacillus subtilis ATCC 6633
Bactéries a Gram +
Staphylococcus aureus 6538
Listeria monocytogenes ATCC 9341
Candida albicans 1 IP 444
Levures
Candida albicans 2 26790
.. Fusarium o orum Non référencé
Moisissures usarium oxyspord
Pénicillium.sp Non référencé
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T
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- Statl()n MOQhrar
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}“-\ \’\/I'/h{{m//}‘fwa?'-}».
Figure 11. Position géographique des stations de récolte des plantes étudiées (CFN, 2019)
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1.1.2. Matériel non biologique

1.1.2.1. Milieux de culture utilisée
Selon les méthodes utilisées dans 1’essai et selon les souches, nous avons utilisé les

milieux suivants :

+
+
+

1.1.2.2. Antibiotiques et antifongiques utilisés

La gélose nutritive pour I’isolement et I’entretien des souches bactériennes.

Milieu Sabouraud pour I’isolement de C.albicans.

La gélose Mueller Hinton pour I’é¢tude de la sensibilit¢ des bactéries et les

C.albicans aux différents extraits.

Milieu PDA pour I’isolement et 1’entretien des souches fongiques et 1’étude de la

sensibilité des moisissures.

Parmi les nombreux antibiotiques, nous avons choisi trois pour les bactéries :

Vancomycine (VA), Penicilline (P1), Amoxicilline (AML 2) et pour les champignons on a

utilisé : la nystatine (NY).

1.1.2.3. Matériel de laboratoire

Plusieurs réactifs chimiques et appareillages ont été utilisés dans la présente étude

(extraction, dosage et activités biologiques). (Tableau 3).

Tableau 3. Produits chimiques et appareillages utilisés dans la présente étude.

Appareillages

Réactifs chimiques

V V.V V V V VYV V VY

Autoclave

Balance de précision

Chauffe ballon

Etuve

Micropipettes

Plaque chauffante

Evaporateur rotatif (Heidolph)
Spectrophotometre (SpectroScan 40)
Vortex

1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPHe).
Acide gallique

Acide ascorbique

catéchine

Chlorure d’aluminium (A{C{3).

Folin-Ciocalteu.

vV V. ¥V VYV V VYV V

Solvants (acétate d’éthyle, n-butanol,
acide acétique, méthanol, Tween 80,
DMSO).
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1.2. Méthodes

1.2.1. Extraction
L'extraction est une technique utilisée pour séparer sélectivement un ou plusieurs
composes d’un mélange sur la base de leur propriétés chimiques et/ou physiques. il y a

plusieurs types d'extraction tel que:

+ Extraction par macération : c’est technique d’extraction solide-liquide qui consiste
a laisser la matiere premiére végétale dans un solvant froid (eau, alcool) pendant un
temps.

4 Extraction décoction : consiste a faire boillir la matiére premiere végétale dans I'eau
bouillante, afin d'extraire les principes actifs.

4 Extraction par infusion : consiste a verser de I'eau chaude sur la matiere végétale,
Ensuite il faut laisser reposer quelques minutes et en fermé avec un couvercle.

Dans notre travail, nous avons utilisée I'extraction par la méthode préconisée en

médecine traditionnelle (décoction) (Konkon et al. , 2006).

1.2.1.1. Préparation des extraits bruts

e Mode opératoire

4+ Extraction sous reflux et a (100° C) de 2g de poudre de chaque organe de plante
(graines, feuilles, tige, racines) dans un mélange hydro alcoolique (méthanol/eau ;
70ml1/30ml v/v) pendant 2 heures. (Figure 14).

4 Filtration de la solution par I’utilisation de papier filtre et récupération du filtrat.

4 L’évaporation a sec de filtrat dans un évaporateur rotatif. (Figure 15).

4+ Pesés des résidus sec et reprise
» Soit dans le méthanol pour les dosages des phénols totaux, flavonoides et

I’évaluation de I’activité antioxydante.

» Soit dans le DMSO pour déterminer 1’activité antimicrobienne

Reéfrigérant

Ballon
d’extraction

ballon
multiplace

(Echantillon
+Solvant)

Figure 12. Montage de disposition pour extraction par décoction
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Figure 13. Décantation, filtration et récupération de filtrat et évaporation du
I’extrait dans un évaporateur rotatif

a: I’extrait avant filtration, b:filtration, c: filtra,

d : évanoration d’extrait. e : résidus sec d’extrait

1.2.2. Calcul des rendements
Le rendement est la quantité d’extrait obtenue a partir d’une matiere végétale, il est
exprimé en pourcentage par rapport a la maticre seche.
R (%) = P1-P2/ P3x100
4 P1 : masse du ballon aprés évaporation
4 P2 : masse du ballon avant évaporation

+ P3: masse de la matiére végétale de départ

1.2.3. Préparation des extraits fractionnés par I'acétate d'éthyle et le n-butanol
Aprés préparation de 1’extrait eau-méthanol, la concentration de cette extrait
récupérée est utilisée pour une extraction liquide-liquide par l'acétate d'éthyle et le n-

butanol par le protocole de (Bekkara et al., 1998) (Figure ).
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1.2.4.

Analyse chromatographie (CCM)

Pour la séparation des extraits bruts des parties des deux plantes étudiée, une

chromatographie sur couche mince a eté realisee dans le systéeme solvant BAW

(Butanol/acide acétique/eau) ayant comme adsorbant le polyamide la révélation a été faite

dans |

phase
,2002

+

'UV 254 a4 366 nm.

La séparation des différents constituants d’un extrait selon leur migration dans la
mobile, chaque composant de 1’échantillon se déplace a sa propre vitesse (Ferrari
; Ekoumou ,2003).

Le protocole de cette manipulation est le suivant :

Introduire le systeme solvant choisi BAW (n-butanol/ acide acétique/eau)

(40/10/50) dans la cuve a chromatographie.

Fermer la cuve (la cuve doit étre saturée de vapeur de solvant).

Tracer la ligne de dép6t a environ 1 cm du bord de la plaque.

A I’aide d’une micropipette, déposer environ Sul de chaque échantillon, le diameétre

de la tache environ 2 ,5mm. Effectuer plusieurs dépots au méme point, en séchant

rapidement aprés chaque dép6t.

Placer la plague dans la cuve a chromatographie contenant le systeme solvant.

Recouvrir la cuve et suivre le développement du chromatogramme.

Arréter la chromatographie, lorsque le front du solvant se trouve a environ de 1 cm

de I’extrémité supérieur.

Seécher le chromatogramme a I’air libre.

Révélation et calcul du rapport frontal (Rf)

Dans tous les cas, les positions des taches colorées doivent étre notées en les cerclant

juste a la fin de la chromatographie car certains produits disparaissent avec le temps. Enfin

calculer le rapport frontal (Rf) pour chaque tache par la relation suivante :

distance parcourue par le constituant

distance parcourye par l'¢luant

Cuve
Plague CCM
Papier filtre
- Solvant BAW

Figure 14. Photo de cuve de CCM
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2g de la matiére vegétale seche

+ Décantions (MeOH/H,0 ; 70/30 ; v/v)
+ Filtration

v
Extrait hydro alcoolique

/ Evaporation sous vide

+ Addition de I’eau (20 ml).
CCM + Acétate d’éthyle (20 ml).
+ Décantation

Extrait acétate Phase aqueuse

4+ n-butanol
4 décantation

l 1

Extrait n-butanol Phase aqueuse

Figure 15. Schéma d'extraction et analyse par CCM des flavonoides (Bekkara et al., 1998)
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1.2.5. Analyse phytochimique
1.2.5.1. Dosage des phénols totaux

e Principe

L'analyse quantitative des polyphénols est réalisée par le dosage spectrophotométrie a
I’aide d’un spectrophotometre UV-visible selon la procédure du Folin-Ciocalteu
(Kahkonen et al., 1999). La lecture de la densité optique a 750 nm permet de déterminer
la concentration des polyphénols, en se référant a une courbe d'étalonnage dressée a partir
d'une série de solution étalons de I'acide gallique ayant des différentes concentrations.

e Mode opératoire

Dans des tubes a essai, on mélange 2 ml de Na,COs; (2%) et 100 pl d'extrait
méthanolique, on agite puis on laisse 5 min, apres on ajoute 100 pl de la solution de Folin-
Ciocalteu. On agite au vortex et on laisse 30 min a I'obscurité. (Figure 19).
Le blanc est préparé en remplacant la quantité de I'extrait méthanolique par I'eau, dans les
mémes conditions. Les densités optiques sont lues au spectrophotomeétre a 750 nm.

2 ml de Na2CO3 (2%)

1

100 pl d’extrait méthanolique

1

Mélange au vortex (laisser 5 min)

1

100 ul de Folin-Ciocalteu

1

Mélange au vortex

1

Lecture au spectrophotometre (A=750nm)

Figure 16. Méthode de dosage des polyphénols (Kahkonen, 1999)
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e Principe
L'analyse quantitative des flavonoides est realisée par le dosage
spectrophotométrique selon la méthode décrite par (Kim et al., 2010). La lecture de la
densité optique 510 nm permet de déterminer la concentration des flavonoides, en se
réféerant a une courbe d'étalonnage dressée a partir d'une série de solution étalons de

catéchine ayant des différentes concentrations. (Figure 20)

e Mode opératoire

Dans des tubes a essai, on mélange 500 ul d'extrait méthanolique et 1500 ul d'eau

distillée, puis on ajoute successivement les réactifs suivants:

+ Au temps zéro, 150 pl de NaNO, a 5%.

+ Aprées 5 minutes, 150 ul d'ALC{; a 10%.

+ Aprés 11 minutes, 500 ul de NaOH 1M.

+ Le blanc est préparé en remplacant la quantité de I'extrait méthanolique par

I'eau, dans les mémes conditions. Les densités optiques sont lues au

spectrophotometre a 510 nm.

150 pl d’eau distillée

!

500 pl d’extrait méthanoliques

+ at=0ajouter 150 pl de NaNO, a 5%

+ at=5min 150 pl de AlClz a 10%

+ at=11min500 plde N,OH a 1M

v

Mélanger au vortex

!

Lecture au spectrophotomeétre a A= 510

Figure 17. Méthode de dosage des flavonoides (Kim et al., 2010).
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1.2.6. Tests d’évaluation de I’effet antimicrobien
1.2.6.1. Technique de diffusion en milieu gélosé (antibiogramme)

L’ évaluation de I’activité antibactérienne a ¢été¢ déterminée par la technique de
diffusion sur gélose (Mueller-Hinton). L’activité antibactérienne est évaluée par la mesure

de la zone de clarification en millimetres tout autour des disques (NCCLS, 1993).

e Mode opératoire

Les souches microbiennes a tester ont été cultivées dans des boites de pétrie
contenant de la gélose nutritive pour les bactéries et la gélose Sabouraud pour les
C.albicans. Aprés 18h d’incubation a (37°C pour les bactéries et 30°C pour les
C.albicans), des suspensions microbiennes d’une densité optique de 0.5 McFarland, ce qui
correspond & 1-2 x 108 UFC/ml pour les bactéries (D.O = 0.08 2 0.1 / A = 625 nm) ,1-5x10°

UFC/ml pour C.albicans (D.O=0.12 2 0.15 /A= 530 nm) (NCCLS, 2001).

Chaque microorganisme est préparé dans 5 ml d’eau physiologique stérile.
Un ensemencement par des suspensions préalablement préparées est effectué par la
méthode d’écouvillonnage a la surface de boites de pétri dans lesquelles ont été coulées

Smm d’épaisseur de la gélose Mueller Hinton.

L’ activité antibactérienne est évaluée par la méthode de (Kavbouche et al., 2005).
Des puits d’environ 6 mm de diameétre ont été effectués dans la gélose Mueller Hinton.
Chaque puits d’une boite a regu 50 pl de chaque extrait aux concentrations de 20 et 30
mg/ml. Des boites de Pétri ont été incubées a (37°C pour les bactéries et 30°C pour les
C.albicans) pendant 24 heures, les zones d’inhibition autour du point d’application des
puits sont mesurées en millimétres aprés 24h d’incubation. L’extrait est remplacé par le

DMSO comme un témoin négatif.

L activité de fractions étudiées de Rhus tripartitum et Micromeria debilis a été
évaluée par la présence ou 1’absence d’inhibition de la croissance microbienne. La
présence de ’activité antimicrobienne est traduite par I’apparition des zones claires autour
des puits remplis des extraits de la plante. Le diametre d’halos varient en fonction de la
souche testée, la nature et la dose de la substance active présente dans les extraits (Orhan
etal., 2012).

Les résultats sont exprimés selon quatre niveaux d’activité : D < 8 mm : bactérie non
sensible ; 9 < D < 14 mm : bacterie sensible ; 15 < D < 19 mm : bactérie trées sensible et D

> 20 mm : bactérie extrémement sensible (Bouharb et al., 2014).
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1.2.6.2. L’activité antifongique

La technique utilisée est la technique de diffusion en milieu gélosé (Wang et al.,
2005). On ajoute dans 20 ml du milieu PDA différentes quantités d'extraits bruts .La
quantité ajoutée est 100 ul dans les deux concentrations 20mg/ml et 30mg/ml.

Ce mélange est coulé dans des boites de pétri. Apres séchage a la température
ambiante, on inocule au centre de ces boites des disques de mycélium de chaque
moisissure de 6 mm de diametre coupés d'une culture de 5 & 7 jours. Nous incubons ces
boites a 25° C £ 2° C. Aprés incubation, la mesure des diametres des zones de
croissances de I'hyphe par rapport au contréle se traduit par I'application de la formule de
(Wang et al., 2005).

1% = [(D; — Dg)/Dg] x 100

+ | : pourcentage d'inhibition du mycélium.
+ D; : diametre de la colonie mycélienne témoin (non traité par des extraits), en
centimétre.

+ D, : diameétre de la colonie mycélienne (traité par des extraits), en centimétre.

1.2.7. L’activité antioxydante

Il existe plusieurs méthodes de détermination de l'activité antioxydante. La
complexité chimique des extraits, souvent un mélange de dizaines de composés de groupes
fonctionnels différents, de polarité et de comportement chimique, pourrait conduire a des
résultats dispersés, en fonction du test utilisé. Dans cette étude, on a utilisé une méthode de

piégeage des radicaux DPPHe.

1.2.7.1. Estimation du pouvoir antiradicalaire par la méthode au DPPH
Le pouvoir antiradicalaire est évalué selon la méthode décrite par (Dong-Sun lee et
al., 2001)

e Principe

La méthode DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) est une méthode simple, rapide et

facile a mettre en ceuvre. Elle est utilisée par (Dong-Sun lee et al., 2001).

Les composés antioxydants présents dans les extraits de nos espéces végétales

peuvent réduire le radical libre (DPPH?e) selon la réaction suivante:
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DPPH- + AH »DPPH-H +A-

La réduction du DPPHe s'accompagne par le passage de la couleur violette a la
couleur jaune de la solution de DPPHe, mesurable a A = 515 nm.

e Mode opératoire

La solution de DPPHe a 0,0025 g /mL est préparée a I'avance (au moins 2 heures)
car la solubilisation est difficile, et elle ne se conserve pas plus de 48h a I'obscurité. On
prend 50 pL de I’échantillon a différentes concentrations, sont ajoutés a 1.95 ml d’une
solution méthanolique de DPPHe, pour chaque concentration un blanc est préparé.

Un contrble négatif est préparé, en paralléle, en mélangeant 50 pL du méthanol avec
1.95 ml d’une solution méthanolique de DPPHe a la méme concentration utilisée.

Aprés incubation a I’obscurité pendant 30 min, la lecture des absorbances est
effectuée a L =515 nm a I’aide d’un spectrophotométre.

Afin de comparer les extraits entre eux un indice est calculé: 1Cso quantité en (g) de
composés phénoliques nécessaire pour obtenir 50% d'inhibition (Mansouri et al., 2005).
Les résultats de I’activité anti-radicalaire ou I’inhibition des radicaux libres sont exprimés
en pourcentage d’inhibition (I1%) estimée selon 1’équation ci-dessous :

1 % = [(A;— Ae)/A] X 100 (Wang et al., 2002)

+ A;: Ladensité optique de DPPH sans extrait
+ A.: Ladensité optique de DPPH avec extrait

+ 1% : pourcentage d'inhibition.

Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, nous avons introduit deux
parametres :

v Le calcul de ICs : il définit la concentration efficace du substrat qui cause la
réduction de 50% du DPPHe en solution.

Les valeurs de ICsy des deux especes étudiées Rhus tripartitum et Micromeria
debilis pour les différents extraits méthanolique, acétatique et butanolique ont éte estimeées
en utilisant la courbe de régression linéaire : y =ax + b

Ou y : 50% (pourcentage de réduction de DPPHs)
X : 1Csp (la concentration en extrait et de I’acide ascorbique)
v Le calcul du pouvoir antiradicalaire : (APR) qui est inversement proportionnel a
I’'1Csp
(APR=1/ICs)
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1.2.8. Etude statistique

Le logiciel utilisé pour ajuster les données de piégeage du radical DPPHe, la
détermination des polyphénols totaux, des flavonoides, et l'activité antioxydante des
extraits est le logiciel (Origin 8). Il est évalué par le calcul du X* (Khi carré) et le
coefficient de corrélation R ?

Les modeéles choisis sont :
> Y=A+BX fonction linéaire ou : A et B sont des constantes.

Ce modele est utilisé pour la courbe d'étalonnage de I'acide gallique, la courbe

d'étalonnage de la catéchine, et la courbe du pouvoir antioxydant de I'acide ascorbique.

> Y =Yq+ Apexp(-x/ty) fonction exponentiel ou Yy, Ay, et t; sont des constantes

Ce modéle est utilise dans les courbes du pouvoir antioxydant des extraits.
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Chapitre 11 :

Résultats et discussion

I1.1. Rendement des extraits secs des deux especes Rhus tripartitum et
Micromeria debilis

Dans cette étude, le rendement a été déterminé par rapport & 2 g de matériel
végétal sec.

Les résultats sont exprimés en pourcentage. (Figure 21), (Annexe 1.1).
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Figure 18. Rendement des extraits secs des deux especes Rhus tripartitum et
Micromeria debilis

Nos résultats indiquent que le rendement des extraits de la matiére séche de Rhus
tripartitum est 38.22% pour les gaines et pour les autres parties sont similaire ; les feuilles
22.86%, les racines 22.71% et pour les tiges 19.21%.

Pour la deuxiéme plante Micromeria debilis, on a trouvé que le grand pourcentage dans
les feuilles de valeur 20.45%, et des faibles pourcentages dans les tiges (10.05%) et les
racines (10.04%).
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11.2. Analyse chromatographie (CCM)

Les résultats de la separation des composes phénoliques par CCM des extraits de

Rhus tripartitum et Micromeria debilis sont résumés dans (Tableau 4), (Figure 22).

Tableau 4. La séparation des composés phénoliques par CCM de Rhus tripartitum et

Micromeria debilis (Systeme solvant BAW. support : gel de Polyamide).

Extrait méthanolique de

Rhus tripartitum

Extrait méthanolique de

Micromeria debilis

Couleur Rf Couleur Rf
(365nm) (365nm)
Jaune 0.82 Flavonol Jaune 0.85 Flavonol
Violet 0.77 Flavone Rose 0.81 COMpOsés
phénoliques
Marron 0.56 Phénol Bleu clair | 0.79 | Acide phénol
Graines | Vert jaunatre | 0.49 Flavonol Feuilles | Rouge | 0.77 COmposés
phénoliques
Bleu clair | 0.65 | Acide phénol
Vert 0.55 Flavonol
jaunatre
Rose 0.80 COmMpOsés Bleu clair | 0.83 | Acide phénol
phénoliques
Violet 0.77 Flavone Rouge 0.80 COmMpOosés
phénoliques
Rouge 0.76 COmMpOsés Bleu 0.77 | Acide phénol
) phénoliques :
Feuilles Marron 0.60 Phénol Tiges Rouge 0.75 COmMpOosés
phénoliques
Marron 0.58 Phénol Bleu 0.70 | Acide phénol
Marron 0.51 Phénol Bleu 0.63 | Acide phénol
Vert jaunatre 0.49 Flavonol
Vert jaunatre 0.47 Flavonol
Jaune 0.80 Flavonol Bleu 0.77 | Acide phénol
. Bleu clair 0.76 | Acide phénol . Bleuclair | 0.71 | Acide phénol
Tiges Jaune 0.73 Flavonol Racines Bleu 0.63 | Acide phénol
Jaune 0.70 Flavonol
Vert jaunatre 0.77 Flavonol
o Jaune 0.73 Flavonol
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Micromeria debilis

Figure 19. Photos de révélation de la plaque de CCM
a : plaque de CCM sans la lampe UV, b : plague de CCM par la lampe UV aux longueurs
d'onde 254 nm, c : plaque de CCM par la lampe UV aux longueurs d'onde 365 nm

1 : graines, 2 : feuilles, 3 : tiges, 4 : racines

11.2.1. Mise en évidence des différents composés des extraits de Rhus
tripartitum et Micromeria debilis
Dans le systeme solvant BAW (Butanol/acide acétique/eau) ayant comme adsorbant
lepolyamide, nous avons identifié dans la plante de Rhus tripartitum : quatre bandes de
couleur pour la partie graines, cing pour la partie feuilles et pour les parties tiges et racines.
La majorité de ces composés sont les flavones, flavonols et des composés phénoliques.
Micromeria debilis : cing bandes de couleur identifiées pour la partie feuilles, trois
pour la partie tiges et deux pour la partie racine. La majorité de ces composés sont les
flavonols et les composés phénoliques particulierement 1’acide-phénol dans les racines.
Les échantillons analysés semblent contenir des triterpénes (coloration violet, rose et
orange par révélation a la vanilline sulfurique) (Govindachari et al., 1972) et des stérols

(coloration bleu) , a permis de mettre en évidence de nombreuses taches (spots) colorées

(i
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surtout en bleu, jaune et orange. Ces trois colorations confirment la présence des composés
phénoliques et des flavonoides (Dohou et al., 2003; Mamyrbekova-Bekro et al., 2012).

En application de toutes ces données bibliographiques a I’ensemble des résultats que
nous avons obtenus, nous déduisons que tous les spots révélés correspondent a des
composes phénoliques et des flavonoides. Ce qui confirme la richesse des extraits de deux
plantes de métabolites secondaires.

L extrait brut de la plante Rhus tripartitum a une constitution flavonique homogéne
et des composés phénoliques (presque la majorité des spots sont violets, jaune et marron)
et la plante Micromeria debilis qui contient plus de composés phénoliques que de
flavonoides (la majorité des spots sont bleus).

11.3. Dosages de polyphénols et des flavonoides

Les composés phénoliques constituent une classe principale des antioxydants
présents dans les plantes et il sont généralement quantifiés par une méthode colorimétrique
de Folin- Ciocalteu (Kanatt et al., 2007 ).

La teneur en phénols totaux estimée par la méthode de Folin- Ciocalteu pour chaque
extrait a été rapportée en mg équivalent d’acide gallique/g du matériel végétal sec (mg
GAE/g) (Annexe 11.3).

La teneur en flavonoides est déterminée par la méthode au trichlorure d’aluminium
pour chaque extrait et elle a été rapportée en mg équivalent de catéchine/g du matériel

végétal sec (mg CEQ/g) (Annexe 11.4).
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11.3.1. Les résultats de teneur en phénols totaux et flavonoides
Les résultats des extraits de Rhus tripartitum sont illustrés dans (Figure 23) et
(Annexe 11.1).

H Concentrations en Polyphénols E Concentrations en Flavonoides
600 -
S
o 500 -
3
= 400 -
E
= 300 -
=
£ 200 -
c
[¢5]
e 100 -
o
O
0 |

Graines Feuilles Tiges Racines

Figure 20. Teneurs en polyphénols et en flavonoides dans les différents extraits

méthanoliques de plante Rhus tripartitum

Les résultats obtenus a partir des courbes d’étalonnages montrent que I’extrait
méthanolique des racines de Rhus tripartitum contient une teneur plus élevée en
polyphénols avec une valeur de 497.15 mg GAE /g d'extrait suivit par les extraits de tiges
d’une valeur 138.214 mg GAE/g. Par contre les graines sont la plus faible de valeur 82.366
mg GAE/g.

Quant aux teneurs en flavonoides, nous avons remarqué une forte teneur pour les
extraits des racines et des tiges avec des valeurs de I’ordre de 174.938 mg CEQ/g et
132.069 mg CEQ /g, respectivement. Mais les graines et les feuilles ont présenté des
teneurs faibles en flavonoides.

De nombreux travaux anterieurs rapportent la variabilité existant dans le contenu en
composés phenoliques entre les espéces végétales et au sein de la méme espéce.

En ce qui concerne les polyphénols, les parties aériennes (feuilles, tiges et fruits)
ont été étudiées par (Mahjoub et al.,, 2010) et (Hadjadj, 2016). La quantité de
polyphénols trouvée pour cette équipe (372.3 mg GAE/g) et (402.11 mg GAE/Q)
respectivement pour la plante Rhus tripartitum est légerement plus proche a nos résultats.
Pour les racines, une étude tunisienne montre la présence de 789.88 mg GAE/g d'extrait de

polyphénols (Ben barka et al., 2016), ce résultat est supérieure a nos résultats.
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En comparant les autres espéces du genre, la quantité de polyphénols de Rhus
verniciflya (597 mg GAE/g) (Kim et al., 2010), est supérieure a nos résultats.

Les flavonoides pour les parties aériennes (fruits, feuilles) ont été étudiés par
(Chetoui et al., 2013) avec un taux en flavonoides de 1’ordre 9.79, 11.93 mg CEQ /g, ces
résultats étaient supérieures a nos résultats, et pour les racines 174.938 mg CEQ /g sont
inférieure a celle de 1’étude de (Ben barka et al., 2016) qui ont obtenus la valeur de
538.34 mg CEQ /g.

11.3.2. Les résultats de teneur en phénols totaux et flavonoides
Les résultats des extraits de Micromeria debilis sont illustrés dans (Figure 24),
(Annexe 11.2).

B Concentrations en Polyphénols E Concentrations en Flavonoides

140
120 -
100 -
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Feuilles Tiges Racines

Figure 21. Teneurs en polyphénols et en flavonoides dans les différents extraits
méthanoliques de Plante Micromeria debilis

Les extraits de notre plante sont riches en polyphénols, dans les tiges et les racines
avec des valeurs de I’ordre de 129.107 mg GAE/g et 122.026 mg GAE/qg, respectivement,
et pour les teneurs de flavonoides, dans les feuilles (51.572 mg CEQ /g), les tiges (47.976
mg CEQ /g) et les racines (40.12 mg CEQ /g).

Il n’existe pas des travaux sur les composés phénoliques de Micromeria debilis.
Nous avons estimé de comparer nos résultats a certaines plantes du méme genre Satureja
(Micromeria). Nous citons comme exemple, les composés phénoliques totaux dans les

parties aériennes de Satureja cuneifolia de Tirk (Damien et al., 2004).
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Ces auteurs montrent que le taux en phénols totaux de ces plantes est 151 mg GAE /g.
Cette quantité est semblable & nos résultats.

La quantite de flavonoides de Satureja cuneifolia (Damien et al., 2004) dans les
parties aériennes est 3.03 mg CEQ /g . Nous remarquons que nos résultats sont plus
supérieurs a celles de ces études.

Cette différence résulte vraisemblablement du fait que les composés phénoliques
d'une plante dépendent d'un certain nombre de facteurs intrinséques et extrinséques tels
que les facteurs climatiques, la maturité, les pratiques culturales et les conditions de

stockage apres la récolte (Bourgou et al., 2008).

11.4.Activite antimicrobienne

Nous avons étudié le pouvoir antimicrobien des extraits isolés de la plante Rhus
tripartitum et Micromeria debilis par la méthode des puits sur un milieu gélosé.

L’activité antimicrobienne de nos extraits est estimée en termes de diamétre de la
zone d'inhibition autour des puits contenant les produits a tester vis-a-vis des germes

pathogenes.

11.4.1.Sensibilité aux antibiotiques et aux antifongiques

Trois antibiotiques et un antifongique standard ont été testés pour leurs effets sur
les microorganismes sélectionnés pour cette étude. Leurs effets étaient hétérogenes et le
diamétre de la zone d'inhibition des cultures microbiennes est exprimé en mm. Les

mesures de celles-ci sont présentées dans les figures suivantes (Figure 27), (Annexe 111.1).

[ HAML 2 MP 1 VA |

P DNDDNWW

[EEN
O 010 010 01 OO0
1
.l

Diameétres des zones
d’inhibition en (mm)

Figure 22. Activité des antibiotiques contre les bactéries
AML 2 : Amoxicilline, P1 : Pénicilline, VA : Vancomycine.

45



Résultats et discussion
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Figure 23. Activité des antibiotiques contre les champignons
NY : Nystatine

Echerichia coli ]

[ Acinitobacter baumanni ] Bacillus cereus

[ Staphylococcus aureus ] [ Candida albicans 1P444 ]

Figure 24. Activité des antibiotiques sur les microorganismes testés
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Tableau 5. Diamétres des zones d’inhibition en (mm) d’un extrait méthanolique des parties de Rhus tripartitum vis-a-vis des souches bactériennes

11.4.2.Pouvoir antimicrobien des extraits de la plante Rhus tripartitum
Les résultats obtenus dans (Tableaux 5, 6), (Annexes I11.3, 111.4.1, 111.4.2)

- Diamétres des zones d’inhibitions (mm)
o 7 = _ 7 =
= = Extraits de Bacteries Gram (-) Bactéries Gram (+)
S5 Rhus
c
8 2| tripartitum E. coli P. A L. B. B. cereus S. aureus DMSO
S aeruginosa baumanni | monocytogenes subtilis
O
Feuilles 06 +0.00 06 +0.00 06 +0.00 06 +0.00 7.66 £ 0.33 9+0.57 9.33+0.66 06
< Tiges 06 +0.00 14 +£0.00 06 =0.00 6.66 + 0.33 11.33 £0.33 12.66 £0.33 | 14.66 £ 0.33 06
Racines 06 +0.00 15.66 + 0.33 06 +0.00 8.66 + 0.33 12.66 + 0.33 14.33 + 0.33 14 + 0.00 06
Feuilles 06 +0.00 10.33 + 0.33 06 +0.00 06 +0.00 9.33+0.33 11.66 + 0.33 12 + 0.57 06
B Tiges 11.66 + 0.33 16.33 + 0.33 06 +0.00 9.66 + 0.33 12.33+0.33 14.33+0.33 | 15.66 £ 0.33 06
Racines 06 +0.00 16.66 + 0.33 | 9.33+0.33 15.66 + 0.33 13 + 0.00 14.66 + 0.33 | 16.66 + 0.33 06

Tableau 6. Diamétres des zones d’inhibition en (mm) d’un extrait méthanolique des parties de Rhus tripartitum vis-a-vis des souches fongiques

é _1  Extraits de Diamétres des zones d’inhibitions (mm)

SE Rhus —

§ E tripartitum C. albicans C. albicans - F.oxysporum . - Pemcﬂhum.;p SMSO

c iametre en 0 lamétre en 0

S 1P 2070 mm d’inhibition mm d’inhibition
Feuilles 6.33+£0.33 | 10.66 +0.33 75+0.5 12.5 24+ 1 30 06

N Tiges 14.66 £0.33 15+ 0.00 85+0.5 14.16 255+15 35 06
Racines 14.66 +0.66 14.33+ 0.33 55 8.33 0 0 06
Feuilles 13.66 £ 0.33 14 + 0.57 11.5+0.5 19.16 39 £ 0.00 48.75 06

R Tiges 15.66 £0.33 | 15.33+0.33 95+25 15.83 28 £ 0.00 61.68 06
Racines 17.33+0.33 | 16.66 +0.33 85+15 14.16 25+25 3.12 06
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Figure 25. Effet des extraits (tiges et racines) de Rhus tripartitum sur la souche Bacillus cereus

[ Extrait des feuilles (30 pg/ul) ][ Extrait des tiges (30 pg/pl) ] [ Extrait des racines (20 pg/pl)

Figure 26. Effet des extraits (feuilles, tiges et racines) de Rhus tripartitum sur la souche
Staphylococcus aureus

Extrait des tiges (30 pg/pl) Extrait des rabines (30 pg/pl) Extrait des racines (30 pg/pl)
Candida albicans 26790 Candida albicans 26790 sur candida albicans 1P444

Figure 27. Effet des extraits (feuilles, tiges et racines) de Rhus tripartitum sur la souche Candida
albicans
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[ Penicillium. Sp : Sans extraits ]

[ Extraits des feuilles (100 pg/ul) ] [ Extraits des feuilles (150 pg/pl) ]

[ Extraits des tiges (100 pg/ul) ] [ Extraits des tiges (150 pg/ul) ]

Figure 28. Effet de I’extraits (feuilles, tiges) de Rhus tripartitum sur la souche Penicillium. Sp

[ Fusarium oxysporum : Sans extraits ] [ Extraits des tiges (150 pg/ul)

Figure 29. Effet de I’extrait (tiges) de Rhus tripartitum sur la souche Fusarium

oXysporum E
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Le résultat de ce test révéle que les bactéries Gram positif (S.aureus, B. cereus, B.
subtilis) apparaissent les plus sensibles aux extraits des tiges et des racines avec des zones
d’inhibitions varient entre (11.33 a 14.66 mm) de la concentration 20 pg/ul et des zones
d’inhibitions variées entre (12.33 a 16.66 mm) de la concentration 30 pg/ul. Contrairement
la bactérie (L.monocytogenes) on a remarqué une sensibilité uniquement contre les racines
avec une zone d’inhibition 15.66 mm d’une concentration 30 pg/ul.

Mais pour les bactéries Gram négatif (P.aeruginosa) on a remarqué qu’il y a une
sensibilité aux extraits des tiges et des racines dans les deux concentrations avec des zones
d’inhibitions varie entre (14 & 16.66 mm).

En ce qui concerne I’activité antifongique des extraits contre les levures, nous avons
remarqué que les extraits ont une activité vis-a-vis des deux souches de C. albicans avec
des diameétres de 13.66 a 17.33 de la concentration 30 ug/ul, et contre les champignons
filamenteux, il ya une activité signifiante de feuilles et tiges d’un pourcentage d’inhibition
48.75 et 61.68 % contre (Penicillium.sp) a la concentration 150 pg/pl.

Les résultats des études de (Hadjadj, 2016) rapporte que les extraits méthanoliques
des parties aériennes de Rhus tripartitum ont une activité antibactérienne vis-a-vis les
bactéries Gram négatif E.coli , P.aeruginosa et Gram positif S.aureus, semblablent a nos
résultats

Pour I’activité antibactérienne des racines nous avons comparé avec 1’¢tude de (Ben
barka et al., 2016), elles montrent que la bactérie E.coli est sensible avec une zone
d'inhibition 14.33 contrairement a notre résultat selon lequel il n'y avait pas de sensibilité a
cette bactérie, et pour I’activité de S.aureus est sensible avec une zone d'inhibition 21.67

mm. Ces résultats sont Iégérement similaires au notre étude.

50



Résultats et discussion

11.4.3.Pouvoir antimicrobien des extraits de la plante Micromeria debilis
Les résultats obtenus dans (Tableaux 7, 8), (Annexes I11.5, 111.6.1, 111.6.2)

Tableau 7. Diametres des zones d’inhibition en (mm) d’un extrait méthanolique des parties de Micromeria debilis vis-a-vis des souches bactériennes

= Diamétres des zones d’inhibitions (mm)
g % 5?5:3:;1% Bactéries Gram (-) Bactéries Gram (+)
S| debilis . P. . L. B. DMSO
S E. coli . A. baumanni - B. cereus S. aureus
S aeruginosa Monocytogenes Subtilis
Feuilles 7.66 +0.33 06 +0.00 06 +0.00 06 +0.00 06 +0.00 06 +0.00 11.33+0.33 06
I Tiges 7+0.57 06 +0.00 06 +0.00 06 +0.00 8.33+0.33 17.66 + 0.33 16.33 + 0.66 06
Racines 8 +0.57 06 +0.00 06 +0.00 06 +0.00 06 +0.00 06 +0.00 06 +0.00 06
Feuilles 8.33+0.33 06 +0.00 11 +0.00 06 +0.00 06 +0.00 8 +0.57 12 +0.00 06
S Tiges 9+0.57 06 +0.00 13.66 + 0.33 06 +0.00 8.66 + 0.33 20.66 £ 0.33 23.33 £ 0.66 06
Racines 11 +£0.00 06 +0.00 11.33+£0.33 06 +0.00 06 +0.00 10.66 + 1.20 7.33+0.33 06

Tableau 8. Diamétres des zones d’inhibition en (mm) d’un extrait méthanolique des parties de Micromeria debilis vis-a-vis des souches fongiques

c . \ 9s psp sges
% ,_g Extraits de Diametres des zones d’inhibitions (mm)
5 < | Micromeria C ) -
§ g debilis albians C. albicans F.oxysporum Penicillium. Sp DMSO
é 1P444 26790 Diamétre en mm | %o d’inhibition | Diamétre en mm | % d’inhibition
Feuilles 6 +0.00 6+ 0.00 6.5+05 10.83 0 0 06
I Tiges 6 +0.00 6+ 0.00 4 +0.00 6.66 0 0 06
Racines 6+0.00 |12.33+ 0.33 4 +0.00 6.66 22+ 2 275 06
Feuilles 6 +0.00 9.33+0.66 255+95 425 17 +0.00 21.25 06
S Tiges 9+1.15 6+ 0.00 9+5 15 0 0 06
Racines 6+0.00 |12.66+0.33 65+25 10.83 30+3 375 06
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Extralt des feuilles (20 pg/ul) Extralt des feuilles (30 pg/ul)

Extralt des tiges (20 pg/pl ) Extrait des tiges (30 pg/ul)

Figure 30. Effet des extraits (feuilles, tiges €) de Micromeria debilis sur la souche Staphylococcus aureus

Extralt des tiges (20 pg/ul) [ Extrait des tiges (30 pg/pl) ]

Figure 31. Effet des extraits (tiges) de Micromeria debilis sur la souche Bacillus cereus
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[ Penicillium. Sp : Sans extraits ]

[ Extraits des racines (100 pg/ul) ] [ Extraits des racines (150 pg/pl) ]

Figure 32. Effet des extraits (racines) de Micromeria debilis sur la souche Penicillium. Sp

[ Fusarium oxysporum : Sans extraits ]

[ Extraits des feuilles (100 pg/ul) ] [ Extraits des feuilles (150 pg/ul) ]

Figure 33. Effet des extraits (feuilles) de Micromeria debilis sur la souche Fusarium oxysporum
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Les résultats montrent que l’activité d’extraits des parties étudiées contre les
bactéries Gram positif (S .aureus, B. cereus), ont un effet trés sensible vis-a-vis les tiges
avec des zones d’inhibitions entre (16.33 et 17.66mm) de la concentration 20 pg/ul et > 20
a la concentration 30 pg/pl. Contrairement, il ya une faible sensibilité de ces bactéries aux
extraits des feuilles et des racines dans les concentrations de 20 et 30 pg/ul avec des zones
d’inhibitions entre (7.33 a 12mm).

L’ activité antifongique des extraits ont exercé un effet faible vis-a-vis les deux
souches de C. albicans avec des diametres des zones d'inhibition allant de (9 a 12.66 mm)
et on a vu un effet de DI'extrait des feuilles 42.5% et des racines 37.5% contre
F.oxysporum dans la concentration 150 pg/ul, et il ya un effet trés faible contre les
moisissures (F.oxysporum, Penicillium.sp) avec des pourcentages d'inhibition entre (0 a
27.5 %) dans la concentration 100 pg/ul.

A notre connaissance et selon la bibliographie disponible, il n’existe pas de travaux
antérieurs sur 1’activité anti-bactérienne des extraits méthanoliques de Micromeria debilis,
pour cela, les résultats de cette étude ont été comparés a ceux obtenus dans les plantes de
genre saturija (Micromeria).

Résultat de I’activité antibactérienne des parties aériennes de Satureja calamintha
(Bougandoura, 2011) sur E. coli est faible. Par contre sur les bactéries S .aureus et B.
cereus I’activité inhibitrice est forte.

En ce qui concerne le champignon filamenteux F.oxysporum , nous avons enregistré
la valeur d'inhibition la plus élevée de 42 % dans l'extrait des feuilles, ce qui était
légérement inférieure a la valeur 65 % dans cette étude.

I1.5. Piégeage du radical libre DPPH?- (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl)

La méthode de piégeage de radical des DPPH est basée sur la réduction de la
solution alcoolique de DPPHe en présence d'un antioxydant donneur d'hydrogéne en raison
de la formation du DPPH-H non radicalaire (Cavar et al., 2009).

Les résultats de test antioxydant de deux plantes Rhus tripartitum et Micromeria

debilis sont donnés en pourcentage d'inhibition du radical libre DPPHe.
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Pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH dans (Figure 40), (Annexe 1V.1).
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Figure 34. Pouvoir antioxydant des extraits falvonoiques de Rhus tripartitum.

Tableau 9. Puissance anti radicalaire des extraits méthanoliques de Rhus tripartitum et de

I'acide ascorbique

Extrait naturel IC50 (png/ml) ARP
Extrait brut 89.04 0.01
. Extrait acétate 38.62 0.02
Graines
Extrait n-butanol 435.12 0.00
Extrait brut 17.27 0.05
Eeuilles Extrait acétate 455 0.21
Rhus Extrait n-butanol 20.92 0.04
tripartitum Extrait brut 7.40 0.13
Tiges Extrait acétate 4.92 0.20
Extrait n-butanol 10.01 0.09
Extrait brut 7.05 0.14
) Extrait acétate 3.47 0.28
Racines
Extrait n-butanol 12.90 0.07
Acide ascorbique 3.53 0.28
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Concernant R. tripartitum, 1’extrait acétate d’éthyle des racines sont le plus active
avec un 1Cs de 3.47 suivit par les feuilles et les tiges avec 1Csq de ’ordre de 4.55, 4.92
ug/ml) respectivement. Ces I1Cs sont semblables a celui de I’acide ascorbique (1Csp = 3,53
pg/ml) (Figure 41), (Annexe IV.2).

Tandis que I'extrait brut et n-butanol des racines, des feuilles et de tiges montraient
également de bons effets inhibiteurs avec des valeurs de 1’ordre de 1’extrait brutes : 7.05,
17.27, 7.40 ug/ml et de I’extrait n-butanol : 12.9, 20.92, 10.01 pg/ml. Pour les graines on a
une faible activité dans les différents extraits.

Les résultats (Chetoui et al., 2013) montrent un 1Cs de 1’ordre 17.01 pg / ml et
8.09 ug / ml pour les feuilles et les tiges respectivement, et les résultats de 1’études en
Tunis par (Mahjoub et al., 2010) qui a été enregistré un 1Csq des parties aériennes 14,4 ug

/ ml, donc sont en accord de nos résultat.

e Micromeria debilis

Pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH dans (Figure 41), (Annexe 1V.2)
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Figure 35. Pouvoir antioxydant des extraits falvonoiques de Micromeria debilis et acide

ascorbique.
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Tableau 10. Puissance anti radicalaire des extraits méthanoliques de Micromeria debilis et
de I'acide ascorbique

Extrait IC50 (pg/ml) ARP
Extrait brut 47,16 0.021
. Extrait acétate 23.20 0.043
Feuilles
Extrait n-butanol 129.45 0.007
Extrait brut 66,85 0.014
Micromeria Tiges Extrait acétate 6.341 0.157
debilis Extrait n-butanol 50.94 0.019
Extrait brut 78.07 0.012
. Extrait acétate 21.523 0.046
Racines
Extrait n-butanol 157.39 0.006
Acide ascorbique 3.53 0.28

L’extrait d’acétate d’éthyle des tiges représente I’extrait le plus active, leur 1Csq est
6.34g/ml par rapport aux autres parties feuilles et racines il est de celuit de I’acide
ascorbique 1Csp 3.53 pg/ml  (Figure 41), (Annexe VI1.2). Par contre, ’activité anti
radicalaire la plus faible a été exprimée par les extraits bruts et n-butanolique dans touts
les autres parties.

A notre connaissance et selon la bibliographie disponible, il n’existe pas de travaux
antérieurs sur I’activité anti radicalaire des extraits méthanoliques de Micromeria debilis,
pour cela, les résultats de cette étude ont été comparés a ceux obtenus dans les plantes de
genre saturija (Micromeria).

Nos résultats sont plus fort que celui trouvent dans I’étude de (Bougandoura,
2011). Ces resultats ont montré que ’extrait d’acétate d’éthyle des parties aériennes est le

plus actif avec 1Csp = 2 mg/ml.
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Conclusion et perspectives

L'Algérie posséde une grande diversité des plantes, en particulier des plantes
médicinales qui sont importantes pour la recherche pharmaceutique en raison de la présence
des composes chimiques avec des activités biologiques différentes, ces dernier sont utilises

comme des agents antimicrobiens et d’antioxydants.

Ce travail a été mené pour lanalyse phytochimique et 1’évaluation de 1’activité
antimicrobienne et antioxydante des extraits méthanoliques obtenu par décoction de deux
plantes médicinale : Rhus tripartitum qui appartient a la famille de Anacardiaceae et

Micromeria debilis qui appartient a la famille de Lamiaceées.

La détermination du rendement d’extraction a été enregistrée dans les extraits
méthanoliques de Rhus tripartitum, pour les graines 38% suivit par feuilles, tiges et racines et

pour Micromeria debilis, dans les feuilles 20.45% et les autres parties sont similaire 10%.

L’analyse par chromatographiques sur couche mince d’extraits méthanoliques a permis
de caractériser la nature des composés chimique, des especes éetudiées, qui ont montré la
présence des contenu flavoniques homogénes et des composés phénolique dans Rhus

tripartitum, et plus des composés phénoliques que des flavonoides dans Micromeria debilis.

Le dosage des phénols totaux de I’extrait méthanolique de deux plantes médicinales
Rhus tripartitum et Micromeria debilis a révélé des fortes teneurs considérables dans les
racines de Rhus tripartitum 497.17 mg GAE/g suivi par les autres parties alors que, des
teneurs modérées ont été enregistrée dans les différentes parties de extraits de Micromeria
debilis.

D’autre part, le dosage des flavonoides a montré que Rhus tripartitum ont des teneures
plus élevés dans les tiges et les racines de l’ordre de 132.06 et 174.93 mg CEQ/g
respectivement. En ce qui concerne Micromeria debilis, les résultats obtenue montrent que les
teneures modérées présence dans les tiges et les racines.

En ce qui concerne le pouvoir antimicrobien des extraits organiques de deux plantes,
nous avons remarqué une activité antibactérienne vis-a-vis les souches de gram positif, mais
pour les souches a gram negatif seul Pseudomonas aeruginosa est sensible. Le reste des
souches testées ont été résistantes.

Par ailleurs, 1’étude du pouvoir antifongique de nos extraits méthanolique, seul les tiges
et les racines de Rhus tripartitum sont révélé un effet positif vis-a-vis les Candida albicans.

Concernant les champignons filamenteux, I’action de 1’extrait des tiges et des feuilles est plus
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active sur Penicillium.sp de I'ordre 61.68 et 48.75 % successivement, et toutes les parties de
Micromeria debilis ont une activité antifongique faible

L'étude du pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH a confirmé les propriétés
puissantes que possedent les flavonoides a piéger les radicaux libres. Nous remarquons que
I'activité antioxydante du piégeage du DPPH« plus fort dans l'extrait d'acétate d'éthyle des
racines (ARP = 0.28) suivi par les feuilles (ARP = 0.21) et les tiges (ARP = 0.20) de Rhus
tripartitum et dans I'extrait d'acétate d'éthyle des tiges (ARP = 0.15) de Micromeria debilis est
comparable a celle de I'acide ascorbique (ARP = 0.28).

e Les études futures devront compléter Il'identification des composés bioactives des
extraits de ces plantes par 1’utilisation des techniques plus avansent comme HPLC,
spectrophotométre de masse.......... ect.

e Ensuite déterminer, isoler et purifier les substances antioxydantes a partir des extraits
de Rhus tripartitum et de Micromeria debilis.

e Investiguer profondément les racines de la plante Rhus tripartitum en cherchant

d'autres composés avec d'autre activités biologiques.
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Annexe |

Rendement des extraits secs des plantes étudiees

An. | .1. Rendement des extraits secs des deux especes Rhus tripartitum et Micromeria

debilis
Rhus tripartitum Micromeria debilis
Graines 38.22
Feuilles 22.86 20.45
Tiges 19.21 10.05
Racines 22.71 10.04
Annexe |1

Dosages de polyphénols et des flavonoides

An. I1.1. Teneurs en polyphénols et en flavonoides dans les parties d’extrait
méthanolique de Plante Rhus tripartitum

Graines Feuilles Tiges Racines

Polyphénols
(mg GAE/g) | 82.366 £0.00 | 95.0301 +0.00 | 138.214 +0.00 | 497.15+0.00
Rhus

tripartitum | Flavonoides
(mg CEQ/g) | 9.1944 + 0.00 6.454 + 0.07 | 132.069 +0.02 | 174.938+ 0.04

An.11.2. Teneurs en polyphénols et en flavonoides dans les parties d’extrait
méthanolique de Plante Micromeria debilis

Feuilles Tiges Racines
Fz‘r’]iypgeA”é’/'S) 65.220+0.00 | 129.107+0.00 | 122.026 + 0.00
Micromeria 9 9
debilis .
Flavonoides
51572 +0.01 | 47.976 +0.00 40.120 + 0.00
(mg CEQ/g)

An.11.3. Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols

0,25
f(x) = 0,0262x - 0,0011 /./
R2? = 0,9987 -
0,2 ///

£ —

S —

3 015 /;/

< -

8 o=

e o -

2 -

2 -

§ 0,05 //

//!I
om—
0 . 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Concentrations finales d'acide gallique (ug/ml)

72




An.111.1. Diamétres des zones d’inhibition en (mm) des antibiotiques vis-a-vis des souches

Annexes

An.l1.4. Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides
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Annexe 111

Activités antimicrobienne

Sensibilité aux antibiotiques et aux antifongiques

bactériennes

Souches bactériennes

o _ P. A. L. B. B. cereus | S. aureus
Antibiotiques| E.coli |aeruginosa| baumanni | monocytogenes | subtilis DMSO
AML 2 18+05 |[295+05(06+0.00f 30+000 |75+0.5| 06+0.00 | 32+0.00 06
P1 06+000| 23+1 |06+000| 24+£0.00 |06=0.00| 06+0.00 |31+0.00 06
VA 06+0.00 | 21+0.00 |06+0.00| 18+0.00 |13+0.00| 12+0.00 | 14£0.5 06

An.111.2. Diamétres des zones d’inhibition en (mm) des antibiotiques vis-a-vis des souches
fongiques

Crl; ae:q%?;gas Nystatine DMSO
C.albicans 1 30+ 0.00 06
C.albicans 2 28 +0.00 06
F.oxysporum 16 +0.50 06

Pénicillium.sp 0 06
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An.111.3. Pouvoir antibactérien des extraits de la plante Rhus tripartitum

mE.coli mP.aeruginosa ®A.baumanni & L.monocytogenes mB.subtilis Li1B.cereus & S.aureus
Feuilles Tiges Racines |Feui|les Tiges Racines| |
20 | 30 | |

An.111.4.1 Pouvoir antifongique (levures) des extraits de la plante Rhus tripartitum

HC. albicans1 @C. albicans 2
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Feuilles Tiges Racines Feuilles Tiges Racines
20 30

An.111.4.2 Pouvoir antifongique (champignons) des extraits de la plante Rhus tripartitum

H F.oxysporum HP.sp

An.I1L5.
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Pouvoir antibactéien des extraits de la plante Micromeria debilis
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g 2 m E.coli
S B - m P.aeruginosa
% }5 ) & A.baumanni
© 3 1 L.monocytogenes
S B ® B.subtilis
? '_I_I L1B.cereus
£EE |.||
a9

Feuilles Tiges Racines |FeU|IIes Tiges Racme |

20 | 30 |

An.111.6.1 Pouvoir antifongique (levures) des extraits de la plante Micromeria debilis

HC. albicans1 @C. albicans 2

o _ 15 -

@7 10 -

G

EE 51

D =

£ E

[l

a= 0

Feuilles Tiges Racines | Feuilles Tiges Racines
- | - |

An.111.6.2 Pouvoir antifongique (champignons) des extraits de la plante Micromeria debilis

H F.oxysporum HEP.sp

Composition des milieux de culture

Gélose nutritive :

e extrait de viande : 1,0g/L

e extrait de levure : 2,5¢/L

e peptone : 5,0g/L

e chlorure de sodium : 5,0 g/L
e Agar:15009/L

° pH . 7,0

Gélose sabouraud :

Peptone : 10 g

e Glucose massé : 20 g

e Agar-agar:15¢g

o Eaudistillée : 1 000 ml

e Vvitamines et facteurs de
croissance

e pH=6,0

5o

'E 50 -

= 40 -

-:E 30

oS 20 -

g 10 - i

i =

;c: Feuilles Tiges Racines Feuilles Tiges Racines
20 30

Gélose Mueller Hinton :

o infusion de viande de beeuf :
300 ml

e peptone de caséine : 17,5 g
e amidondemais:15¢g

e agar:170g

e pH=7/4
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Milieu PDA :

L'infusion de pomme de terre se prépare en faisant bouillir dans I'eau 200 g de pommes de terre tranchées
(lavées mais non pelées) pendant 30 minutes a 1h puis en laissant décanterle bouillon obtenu ou en
le filtrant a travers un coton a fromage. On dilue ensuite en ajoutant de I'eau distillée pour un volume final
d'un litre. Puis on ajoute 20 g de dextrose et 15g d'agar-agar en poudre avant une stérilisation par autoclave a
100 kPa pendant 15 minutes.

Annexe IV
Piégeage du radical libre DPPH- (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl)

An.1V.1. L'activité antiradicalaire de I'extrait Rhus tripartitum (Graines, Feuilles, Tiges, Racines)

Plante Extrait Concentration | Densité optique | % Inhibition
méthanolique pg/ml (DO +E)
639.9 0.73 +0.01 88.64
319.95 0.08 +0.00 87.56
Extrait bruts 63.99 0.41 =0.00 35.13
31.99 0.49 +0.04 23.83
15.99 0.59 =0.00 8.20
_Rhus 54 0.28 + 0.01 54.73
tripartitum 27 0.36 +0.02 41.05
_ Extrait acétate 13.5 0.51 +0.00 17.67
(Graines) 2.7 0.57 +0.00 6.38
1.35 0.59 +0.00 5.21
1400 0.06 + 0.00 90.99
280 0.48 +0.04 32.10
Extrait 140 0.47 +0.00 33.47
n-butanol 70 0.57 +0.03 19.28
14 0.69 +0.00 2.40
381 0.04 +0.00 93.27
190.5 0.04 =0.00 92.12
Extrait bruts 38.1 0.06 #0.00 89.75
19.05 0.26 +0.00 56.96
9.52 0.41 £0.00 30.63
72.25 0.05 +0.01 88.62
“Rhus 36.12 0.05 +0.00 87.48
tripartitum Extrait acétate 7.22 0.13 +0.00 71.17
) 3.61 0.28 +0.00 39.12
(Feuilles) 1.80 0.36_+0.00 21.38
179.5 0.06 =0.00 88.54
89.75 0.07 +0.00 86.65
Extrait 17.95 0.3 +0.00 43.63
n-butanol 8.97 0.39 +0.00 27.17
4.48 0.46 +0.00 15.47
332.75 0.06 +0.00 89.83
33.27 0.09 +0.00 85.46
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Extrait bruts 8.31 0.28 +0.01 57.83

5.54 0.46 +0.01 30.85

4.15 0.55 +0.00 17.5

91.5 0.06 +0.00 86.69

Rhus 45.75 0.06 +0.00 85.05
tripartitum Extrait acétate 9.15 0.10 +0.00 77.82
_ 457 0.25 +0.00 45.99
(Tiges) 2.28 0.35 +0.00 24.67
140.25 0.05 +0.00 88.93

70.12 0.06 +0.00 86.92

Extrait 14.02 0.18 +0.04 61.83

n-butanol 7.01 0.3 +0.00 37.96

3.50 0.38 +0.00 22.8

380 0.06 +0.00 90.42

38 0.09 + 0.00 85.66

Extrait bruts 9.5 0.18 +0.00 72.32

6.33 0.39 +0.00 40.67

4.75 0.52 +0.01 21.42

114.4 0.05 +0.00 89.18

“Rhus 57.2 0.06 +0.00 86.69
tripartitum Extrait acétate 11.44 0.06 +0.00 85.97
_ 5.72 0.12 +0.00 72.81
(Racines) 2.86 0.26 +0.00 42.13
4255 0.03 +0.00 92.89

212.75 0.04 +0.00 91.61

Extrait 42 .55 0.05 +0.00 89.87

n-butanol 21.27 0.13 +0.01 73.03

10.63 0.27 +0.01 44.13

An.1V.2. L'activité antiradicalaire de I'extrait Micromeria debilis (Feuille, Tiges, Racines) et de l'acide

ascorbique.
Plante Extrait Concentration | Densité optique | % Inhibition
methanolique pg/ml (DO + E)
341.5 0.07 £0.00 88.84
170.75 0.07 +0.00 88.18
Extrait bruts 34.15 0.42 =0.00 33.53
17.07 0.53 +0.00 16.97
8.53 0.57 £0.01 11.04
_ _ 37.75 0.13 £0.00 77.68
Micromeria 18.87 0.36 +0.00 41.48
debilis Extrait acétate 3.77 0.55 +0.00 10.75
_ 1.82 0.51 +0.12 17.62
(Feuilles) 0.94 0.61 +0.01 2.44
563 0.06 +0.00 91.41
281.5 0.11 +0.01 83.92
Extrait 140.75 0.32 £0.00 54.17
n-butanol 28.15 0.54 +0.00 22.58
14.07 0.56 +0.00 20.69
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169.25 0.08 + 0.00 87.40
84.62 0.26 +0.00 59.64
Extrait bruts 16.92 0.54 +£0.00 16.20
8.46 0.58 +0.00 9.70
4.23 0.58 +0.00 9.64
_ _ 26 0.08 +0.00 87.11
Micromeria 13 0.16 +0.01 73.21
debilis Extrait acétate 26 0.48 +0.01 22.35
_ 1.3 0.54 +0.00 12.35
(Tiges) 0.65 0.59 +0.00 5.48
63 0.25 +0.00 57.68
31.5 0.39 +0.01 35.31
Extrait 6.3 0.53 +0.00 11.29
n-butanol 3.15 0.57 +0.00 5.73
1.57 0.57 +0.00 5.61
168.75 0.10 +0.00 84.37
16.87 0.36 +0.00 44.99
Extrait bruts 421 0.53 +0.00 19.99
2.81 0.65 +0.00 3.12
Micromeria 2.10 0.64 +0.01 4.16
debilis 40.5 0.12 +0.00 79.39
20.25 0.32 +0.00 47.55
(Racines) Extrait acétate 4.05 0.054 +0.01 13.09
2.02 0.59 +0.00 5.27
1.01 0.61 +0.00 1.70
193.5 0.23 +0.00 91.54
96.75 0.42 +0.00 30.30
Extrait 48.37 0.49 +0.01 18.23
n-butanol 9.67 0.55 +0.03 7.98
4.83 0.56 +0.03 6.5
0.5 0.89 +0.00 5.82
1 0.82 +0.00 13.55
1.5 0.76 +0.00 19.32
Acide ascorbique 2 0.66 +0.01 29.97
2.5 0.62 +0.00 34.62
5 0.32 +0.02 65.72
10 0.07 +0.00 91.84
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