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Résumé

La présente étude visait a étudier 1’effet de différents solvants a savoir I’'méthanol, 1’éthanol et
I’eau sur les propriétés phytochimique, antibactérienne, antioxydant et anti-inflammatoire de /’Ephedra
alata,alanda.

L’étude phytochimique a permis d’isoler les principaux métabolites notamment ceux majoritaires,
les flavonoides, les alcaloides et les tanins.

Les résultats de I’activité anti-inflammatoire obtenus via I’évaluation in vitro de pourcentage
d’inhibition de la dénaturation des protéines montrent que les extraits ont une activité anti-inflammatoire
remarquable.

Les tests de ’activité antimicrobienne ont permis d’évaluer la puissance antibactérienne.L’effet
bactéricide varie selon la nature de la souche et de la substance testée.

L’activité anti radicalaire a montré que pouvoir antioxydant est en fonction du solvant utilis¢ dans
la macération de la plante étudiée.

e Mots clés : Ephedra alata,alanda, solvant, screening, antioxydant, antibactérienne, anti-

inflammatoire.



Abstract

This study was designed to investigate the effect of different solvents namely methanol, ethanol

and water on the phytochemical, against properties and antioxidant of Ephedra alata, alanda.

The phytochemical study to isolate the major metabolites such as majority, falconoid, alkaloid and

tininess.

The results of the anti-inflammatory activity obtained via the in vitro evaluation of percent

inhibition of protein denaturation show that the extracts have remarkable.

The antimicrobial activity tests were used to assess the antibacterial power. The bactericidal

effect depends on the strain and the tested substance.

Anti-radical activity showed that antioxidant power is depende on the solvent used in the maceration of

the studied plant.

e anKey words: Ephedra alata solvent, screening, antioxidant, antibacterial, anti-inflammatory.
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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales ont été identifiées et utilisées tout au long de 1’histoire de
I’humanité pour soulager leurs douleurs, guérir leurs maux et panser leurs blessures, car
elles ont la capacité de synthétiser une grande variété de composés chimiques qui sont
utilisés pour exécuter des fonctions biologiques importantes et de défense contre les
radicaux libres, les bactéries et les champignons (Tabutiet al, 2003). En effet, il existe
environ 500.000 especes de plantes sur terre, dont 80.000 possedent des propriétés
médicinales (Benkhnigue, 2010).

En Afrique, ou les médicaments a base de plantes sont toujours utilisés par de
nombreuses populations pour des soins sanitaires, le pouvoir thérapeutique des plantes était
connu de fagcon empirique (Koffi et al, 2009).

La flore algérienne, avec ses différentes espéces appartenant a plusieurs familles
botaniques, reste trés peu explorée tant sur le plan phytochimique que sur le plan
pharmacologique (Merzoug, 2009).leur utilisation d’inspire d’expériences des populations
ainsi que de la médecine arabe classique (Hadjer et al 2015).

Dans ce contexte et notamment dans le cadre du programme de recherche sur les
plantes médicinales, nous sommes intéressées a I’¢tude d’espeéces médicinale, appartenant
au genre Ephedra.

Nous avons organisé nos travaux en trois parties :

La premiére partie est consacrée a une étude bibliographique .Nous avons entamé
cette partie par une enquéte ethnobotanique, en vue d'évaluer l'intérét et l'usage de ces
plantes chez la population sur les aspects botaniques et phytochimiques de la plantes. Des

généralités, sur les alcaloides et les composés phénoliques et notamment les flavonoides,
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tannins, saponines, anthraquinone...etc. ainsi que sur les activités antibactériennes,

antioxydants et anti-inflammatoire.

- Elle contient trois chapitres :

%+ Chapitre 1 : est consacré I’é¢tude ethnobotanique de I’ephedra ainsi que leur utilisation
dans la médecine traditionnelle dans la région de khenchela (est de I’ Algérie).

% Chapitre 2 : Différent métabolites secondaires.

% Chapitre 3 : leurs activités biologiques.

La deuxieme partie : étude expérimental illustre le matériel et les méthodes
utilisés dans les différentes étapes de notre travail : Des tests phytochimiques préliminaires
sont ensuite effectués sur la partie aérienne (les fleurs) de la plante, justifiant notre choix
porté sur les alcaloides et les composés phénoliques de la plante, en vue de leur extraction
et de leur analyse. Et enfin ’application des extraits de 1'Ephédra alata alanda. est testé
pour leur activité antioxydants, antibacteriennes et anti-inflammatoire.

- Elle contient deux chapitres :
% Chapitre 1 : Materiel et méthode.
% Chapitre 2 : Résultats et discutions.

Enfin, notre travail est ponctué¢ d’une conclusion générale qui portera sur une

lecture attentive des différents résultats obtenus.
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Chapitre | Présentation de la plante étudiée

I.Généralités sur la plante

La famille des Ephedraceae ne renferme qu’un seul genre « Ephedra » , composé
d’une cinquantaine d’especes que I’on rencontre essentiellement dans les régions
tropicales et subtropicales. Elle est rencontrée souvent dans une région désertique, séche

et caillouteuse autour de la Méditerranée et en Californie.

Depuis des siecles ! Ephédra est considérée comme une plante médicinale
recherchée pour ses effets sur les affections des voies respiratoires, employée sous le nom
d’éphédrine dans les médicaments. Elle pousse en Europe centrale et sur le pourtour

Méditerranéen. (Pellay Maryvonne., 2011).

Figure 1: Distribution de la plante Epherda alata (alanda) dans le monde

I.1.Description botanique

Arbuste ou lianes dioiques, rarement monoiques, cet arbuste de 1 a 3 metres de haut
(Ozenda, 1991).

-Tige : la forme de ses tiges rameuses et cylindriques a coloration vert-jaunatres, portent
des nceuds, des feuilles opposées alternant d’un nceud a ’autre (Derbel et al.,

2010) réduites, soudées en gaine a la base (Ozenda, 1991).

-Fleurs : les fleurs, de couleur jaune ressemblent a des petits cones s’accroissant durant la
maturation (Lonut, 2016), sans odeur et a saveur astringente (Derbel et al., 2010) . La
plante contient des fleurs femelles regroupées en 2 a 3, ou de maniére coopérative,
entourées de 2 & 4 paires de bractées, les fleurs méles en petits chatons axillaires, 2 a 6
antheres sur un filet commun. La floraison a lieu en hiver et au printemps, leur conservation

se fait de préférence a 1’état frais.
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Figure 2: Ephedra alata

1.2.systématique

Table 1: Classification botanique de Ephedra alata (Ozenda, 1991).

Classification Ephedra alata
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Gymnospermes
Classe Gnetopsida
Ordres Ephedrales
Famille Ephedraceae
Genre Ephedra
Espece Ephedra alata
Sous- Espece Ephedra alata alenda

1.1.Composition chimiques de la plante :
La Plante Ephedra alata est riche en constituants phytochimiques, d’aprés les

recherches de M.peronnet et J.chatin en 1941 sur I’Ephedra de 1’ Afrique du nord dans
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lequel découvrir la présence de I’Ephédrine dans les tiges séchées(Ozenda, 1991;Derbel

et al.,2010), des alcaloides de structure voisine de 1’adrénaline et de I’amphétamine,

(Derbel et al.,2010) des tanins, des anthocyanes, des flavonoides, des cardinolides, des

terpenes des stérols et des huiles essentielles (Hegazi et El-Lamey, 2011).

I.3.Les propriétés médicinales d’Ephedra alata :

>

Ephedra alata figure parmi les plantes les plus utilisées dans la médecine moderne
et ancienne que ’on a trouvé sur le site archéologique datant Neandertal (il ya
60 000 ans).

Les organes utilisés dans la médecine traditionnelle sont les tiges vertes séchées,
qui sont usuellement bouillies dans de 1’eau pendant environ trente minutes et
administrees comme thé chaud (Abou rashed et al., 2003).

Ephedra alata traite plusieurs maladies en Algérie comme la coqueluche, la grippe
et la faiblesse générale sous forme de tisane et par inhalations (Ould EI Hadj et
al., 2003).C’est aussi un décongestionnant employé en usage externe sous forme
de gouttes nasales contre les rhumes et en usage interne, comme broncho-dilatateur
(Ozenda, 1991).

Utilisée comme paturage pour de nombreux animaux attirés par des ardbmes en
Arabie Saoudite (AL-Qarawi et al., 2012).

Utilisée pour lutter contre le diabéte au Maroc (Ghourri et al., 2013).

En Egypte, Ephedra alata est utilisée en médecine traditionnelle comme
dépurative, hypotensive, antiasthmatiques et agent astringent (Nawwar et al.,
1984) et, aussi dans les maladies diurétiques et vasoconstricteur (Derbel et
al.,2010).

L’Ephedrine est utilisée en oto-rhino-laryngologie et en ophtalmologie (Derbel et
al.,2010).

|.4.Nom vernaculaire d’Ephedra alata :

Du grec Ephedros : plante ressemblant aux préles (Ozenda, 1991)

Table 2: Nom vernaculaire d’Ephedra alata

Nom arabe + Alenda
+ Adam
Nom Targui ou Berbére « Timaiart

» Arzoum ou Alelga

Nom Allemand » Walliser meertrauubchen
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* Nom Francais » Ephedra

» Nom Anglais » Ephedra

I.5.Répartition géographique :

L’Ephedra est un petit arbuste originaire d’ Asie centrale (chine, Mongolie) y
compris I'Arabie Saoudite (Al-Qarawi et al., 2011) que I’on trouve aujourd’hui en
Europe. Elle est commune dans I’Egypte, Libye et aussi Sahara de Maroc (Ozenda,
1991).Cette plante pousse dans les zones désertiques et certaines zones cotieres, car elle

affectionne les sols sablonneux.

En Algérie, Ephedra alata se trouve au niveau des regs et les lits sablonneux des
oueds. Elle est méme rencontrée dans le sable de I'étage tropical et la Hamada de
Tinghert (Ozenda, 1991).La wilaya de khenchela, plus précisément la municipalité de

Chechar, est riche de la plante médicinale E.alata

/fﬁ} \ 5~
- 3
.' . Q\”\\

. Ny p»

Figure 3 : Répartition d’Ephedra alata dans la région de chechar (Khenchela)
1.6.Activités biologiques antérieures
L’Ephedrine constitue la principale substance active d’Ephedra pour traiter

plusieurs maladies graves a savoir : cancer, chutes de tension artéerielle, maladies

inflammatoires, asthme, maladies virales ....etc.
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L’espece Ephedra renferme des métabolites secondaires, principalement des
flavonoides qui constituent la catégorie la plus important de polyphénols, qui sont des

molécules tres réputées pour leurs vertus antioxydants.

La pseudoéphédrine, un autre constituant présent dans cette plante est encore de nos
jours utilisés pour la préparation de médicaments en vente libre destinés a combattre la

congestion nasale.

1.7.Toxicologie

Selon Ma et al., (2007), les especes de I'Ephédra présentent des effets bénéfiques
et néfastes. Cette plante est contre-indiquée chez les personnes atteintes de
sympathicotonie (sensibilité anormalement élevee du systeme nerveux sympathique),
hypertension ou de la maladie de Basedow (maladie de la thyroide d’origine auto-

immune).

Selon Peters et al., 2005, I'utilisation de I'Ephédra est également connue pour étre
associee avec des manifestations gastro-intestinales et psychiatriques.

Les Apiacées (Apiaceae) anciennement appelées Ombélliféeres, comprennent plus
de 3000 especes reparties dans pres de 450 genres. C’est une famille cosmopolite, trés
commune en montagne mais toutefois assez rare dans les régions tropicales. C’est une
famille tres homogene facile a reconnaitre grace a son inflorescence en ombelles
composées. Paradoxalement, les espéces de cette famille sont assez difficiles a différencier
les unes des autres.

Les plantes de la famille des Apiacées sont essentiellement des plantes herbacées annuelles,

bisannuelles ou le plus souvent vivaces, plus rarement des arbustes (Adida H, 2015).
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Il Généralités

Les étres vivants ont le métabolisme primaire qui fournit les molécules de base tel que : les
glucides, les protéines, les lipides et les acides nucléiques. ; Les plantes accumulent aussi un grand
nombre de composés qui n’y sont pas issus directement lors de la photosynthése, mais résultent des
réactions chimiques ultérieures. Ces composés sont appelés métabolites7 secondaires, un grand nombre
de ces composeés sont utilisés en médecine moderne et une majorité de ceux-ci le sont selon leur usage
traditionnel (Herbert, 1989).

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisés et accumulés
en petites quantités par les plantes autotrophes. Beaucoup de métabolites secondaires constituent la base
des principes actifs que 1’on retrouve chez les plantes médicinales.

Les métabolites secondaires sont dotés d’une grande diversité structurale et dépassent actuellement 5000
identifiées (Macheix et al., 2005 ; Ngene et al., 2015).

La plante Ephédra est une source naturelle de nombreux phytoconstituants incluant des alcaloides, des
tanins, des saponines, des acides phénoliques, des flavonoides et des huiles essentielles (El-Lamey,
2011).

I1.1.Classification

Les produits du métaboliste secondaire sont en trés grand nombre, plus de 200.000 structures
définies (Hartmann, 2007) et sont d’une variété structurale extraordinaire mais sont produits en
faible quantité. D’aprées leur biosynthese, les métabolites secondaires peuvent étre divisés en trois
classes: polyphénols; terpénoides ; stéroides et alcaloides (Hennebelle et al, 2004).

11.1.1.Polyphénols:

Les composés phénoligues sont des compositions chimiques diverses et sont abondants dans les
plantes ; ils se composent d’un ou plusieurs cycles aromatiques a savoir en C6 (les composés phénoliques
les plus simples .) en C6_Cl1(acides hydroxybenzoiques et leur dérivés), en C6_C3 ( phenylpropanoides,
acides hydroxycinnamiques,umbelliferone et ligans) en C6_C3_C6 (flavonoides y compris flavonones,
flavones, flavonoles ,catéchols,leuco antocyanidines, anthocyanines, anthragainones, etc) et de composés

phénoliques polymériques (les tannins) (Laid, 2016).
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Figure 4 : structure simple d’un polyphenol (Chebrouk, 2009).

11.1.1.1.Classification des polyphénols:

Les composes phénoliques peuvent étre classés en fonction de la longueur de la chaine
aliphatique liée au noyau benzénique. On distinguera :

e Lesdérivésen C6C1
e Lesdérives en C6C3 sont phenylpropanoides.
e Lescomposés en C6_C3_C6 sont les plus importants (Merghem, 2009).

On distingue les acides phénoliques (phénols simples), les flavonoides, les lignages, les stilbenes, les
coumarines et les tannins (Glombitza, 1985; Harborne, 1980; Goodwin, 1988; Porter, 1989; Boros,
2010).

11.1.1.1.1Les polyphénols monomériques (PPM) :
11.1.1.1.1.Acides phénoliques:

Les acides phénoliques, ou acides phénols ont une fonction acide et plusieurs fonctions phénols,
IIs sont incolores et plutdt rares dans la nature (Haslam, 1994). lls se divisent en deux classes : les
dérivés de l'acide benzoique(les acides hydroxycinnamiques) et les dérives de I'acide cinnamique(les

acides hydroxybenzoiques) (Pandey et Rizvi, 2009).
11.1.1.1.2. Acides phénols dérivés d’acide benzoique :

Sont des hydroxybenzoiques et ont une structure générale de base de type (C6- C1), ces
molécules existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides (Harrar, 2012). Les plus répandus

sont: I’acide salicylique et I’acide gallique (Bruneton, 1999).
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11.1.1.1.3.Acides phénols dérivés d’acide cinnamique :

e Acides chlorogeniques :
Les acides chlorogenique sont identifiés essentiellement chez: les artichauts, café, pomme de terre...,
sont caractérisés par des propriétés antioxydantes et anti radicalaires, comme ils jouent un réle dans la
prévention in-vitro des maladies cardiovasculaires et du diabéte type Il (Yezza. S et Bouchama. S ;
2014).

11.1.1.2.Intérét thérapeutique des poly phénols :

% Les poly phénols, groupe de molécules de structures variées, trouvent d’ores et déja une large
utilisation en phytothérapie.

+¢ Ils suscitent actuellement beaucoup d’intérét en raison de bénéfice qu’il pourraient apporter en
terme de prévention des maladies liées au vieillissement : infarctus du myocarde, cancer,
maladies neurodégénératives (hennebelle T et al., 2004 ).

¢+ Les phénols possédent des activités anti-inflammatoires, antiseptiques et analgésique

(médicament d’aspirine dérivée de 1’acide salicylique) (Iserin et al., 2001).

11.1.1.3Activités biologiques des polyphénols

Chez les plantes, les polyphénols ont un réle dans le contréle de la croissance et le
développement, en interagissant avec les diverses hormones vegétales de croissance ; ils protegent la
plante contre les radiations UV et participent a deux principaux processus : la photosynthese et la
respiration.

Les pigments non azotés sont impliqués dans le processus de pollinisation : ils attirent les
insectes pollinisateurs, ou servent au contraire pour éloigner les prédateurs (Merghem, 2009 ;
Bouguendoura, 2011 ; Khelfallah, 2013).

Chez I’homme les composés phénoliques sont d’ailleurs de plus en plus utilisés en thérapeutique.
IIs ont été décrits comme neuroprotecteurs, antiviral, antioxydants, antiagrégants plaquettaires, anti-
inflammatoires, anti-allergénes, anti thrombotiques et des anti-tumoraux (Crozier et al., 2010).

Selon Khelfallah, (2013); la consommation d’aliments riches en polyphénols réduit I’incidence
de nombreuses pathologies, telles que le cancer, et les maladies cardiovasculaires.

Les polyphénols sont également utilisés dans 1’industrie agro-alimentaire comme additif, colorant,

arbme ou agent de conservation (Bruneton, 1999 ; Hanhineva, 2010).
10
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11.1.2.Les flavonoides

Ce sont les groupes les plus représentatifs des composés phénoliques. Ces molécules ont tous le
méme squelette de base a quinze atomes de carbone qui sont arrangés a une configuration C6-C3-C6 de
type phényl-2-benzopyrane ce qui est synonyme avec la structure 2-phényle chromane (Yao et al.,
2004), (Figures 2 et 3). Elles sont considérées comme des pigments quasi universels des végétaux.
Actuellement, environ de 4.000 composés flavoniques sont connus (Edenharder et Griinhage, 2003).

En se fondant sur leur squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes:
Anthocyanidines, flavonoles, isoflavonoles, flavones, isoflavones, flavanes, isoflavanes, flavanols,

isoflavanols, flavanones, isoflavanones et aurones (Havsteen, 2002; Edenharder et Grinhage, 2003).
11.1.2.1. Certaines propriétés des flavonoides

Les flavonoides sont des produits largement distribués dans le régne végétal et sont couramment

consommes quotidiennement sous forme de fruits, légumes et boissons telles que le vin et le thé.
IIs sont capables de :

- moduler I’activité de certaines enzymes et de modifier le comportement de plusieurs systémes

cellulaires, suggérant qu’ils

pourraient exercer une multitude d’activités biologiques, notamment des propriétés antioxydants,
vasculoprotectrices, antihépatotoxiques, antiallergiques, anti-inflammatoires, antiulcéreuses et méme

antitumorales significatives(

- Protéger les plantes contre les radiations UV.

- Sont a I’origine des goute amer (Yang.R.Y.,Lin.S., et Kuo.G., 2008).
- Réguler 1’¢longation des tiges.

- Intervenir dans la maturité des fruits.

- Ce sont des éléments essentiels dans le processus de la défense de la plante contre les infections

bactériennes et virales.
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Flavones Flavonols Flavanones

C O
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fMlavonoides 0O
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Principales classes cH
de flavonoides \ /

Aurone E. Jospard (2014)

Isoflavones

Figure 5: Principales classes de flavonoides (Rice-Evans et Miller, 1996).

11.1.3.Les tannins

Les tanins sont des métabolites secondaires polyphénoliques trés répandus dans le régne végétal,
(Ghestem et al; Khanbabae et Ree, 2001), hydrosolubles de masse molaire entre 500-2000D. Sont des
macromolécules qui se divisent selon leur structure en deux groupes distincts : Les tannins
hydrolysables et les tannins condensés (Mueller- Harvey et Mc Allan, 1992; Bruneton, 1999;
Hagerman, 2002). Sont présents dans les plantes utilisées dans 1’alimentation notamment les céréales,

Iégumineuses et les fruits (Peronny, 2005).

Le réle biologique des tanins dans la plante est lié a sa propre protection contre les infections,
les insectes et les animaux herbivores (Khanbabae et Ree, 2001) en plus de la protection contre les
attaques fongiques et bactériennes (Peronny ,2005). Les tannins jouent un réle dans la défense des

plantes face aux agressions (Khanbabae et Ree, 2001).
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Tannins
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Figure 6: Différentes structures des tanins (Karamali et Teunis., 2001).

11.1.4. Les coumarines

Les coumarines sont des substances naturelles aromatiques, dotées d’une odeur qui se rapproche
de la vanilline, elles sont utilisées surtout parfumerie.Elles sont présentes sous forme libre ou

hétéroside dans la plupart des familles de dicotylédones.Elles préviennent également la peroxydation des
lipides membranaires (Anderson et al., 1996).

On trouve des coumarines simples chez les Oléacées, Loganiacées et Solanacées, et des
coumarines complexes chez les Apiacées, Fabacées, Asteracées, Moracées, Rosacées, Rubiacées et
Rutacees (Bruneton, 2009).
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O

F

Figure 7: Structure d’une molécule de coumarine (Cowan, 1999).

furanocoumanes:

comme le
bergaptene et la
khelline est un
puissant
vasodilatateur coro

les
coumarines:

les coumannes
contribuent a
fluidifier le sang et
lombénnérone
comme
anti_inflamatoire

possédent des
prpriétés trés
divers

Esculétol:utilisé en
théraputique pour

ses propriétés
vitaminique

Figure 8 : divers propriétés des coumarines.

Table 3 Principaux types de coumarines (Macheix et al., 2005).

La visnadine:vasodil
atatrices
coronariennes et
agit sur les trubles |
de la sénescence /
cérébrale

structure R6 R7 R8 Acide phénoliques
H OH H Umbelliférol
OH OH H Aesccultol
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0O 0O OCH3 | OH H Scopolétol
OCH3 | OH OH Fraxétol
= H OH OH Daphnétol

11.1.5.Les alcaloides

Le terme « alcaloide » a été introduit par W. Meissner au début de XIXe siécle pour désigner des
substances naturelles réagissant comme des bases, et fournissent, avec les acides, des sels.

Ce terme provient de la combinaison de «al kali » (la soude) et de « eidos » (I’aspect). Les
alcaloides sont nommés, d’apreés la plante qui les a fournis, avec une terminaison en « ine » (Bruneton,
1999 ; Bougandoura, 2011).

On trouve les alcaloides principalement chez les végétaux, mais aussi chez les animaux et
certains microorganismes. Leur structure chimique de base est un hétérocycle azoté, sauf pour quelques
substances dans lesquels 1’azote est extra cyclique (c’est le cas de la colchicine et de 1’éphédrine) (Judd

et al., 2002), plusieurs classes sont définies selon leur biogénése et la position de 1’azote.

SHs3
ol
@« | r
x"'rH TTCH;
CHy >

Figure 9: structure des alcaloides (Chebrouk, 2009).

11.1.5.1.Biosynthese des alcaloides

La synthése des alcaloides a lieu au niveau du réticulum endoplasmique, les alcaloides se
concentrent ensuite dans la vacuole. De facon générale, la production d’alcaloides s’observe dans les

tissus en voie de croissance (jeunes racines, jeunes feuilles ...).
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Selon Kebili (2016), le précurseur des alcaloides vrais est un acide aminé : histidine, ornithine, lysine,
phénylalanine, tryptophane, tyrosine, acide anthranilique. La formation de l'alcaloide peut nécessiter

I'intervention d'une seule molécule d'acide aminé (hygrine), de deux molécules de méme acide aminé

(quinolizidines), plus rarement de deux acides aminés différents (tubulosine) ou de plusieurs molécules
du méme acide aminé (spartéine). Les réactions d’oxydation, d’estérification, d’alkylation,
d’éthérifications, etc., justifient la diversité structurale des alcaloides. Dans le cas particulier des
alcaloides terpéniques, les précurseurs ont une origine terpénique (Bruneton, 2009).

5.3. Propriétés physicochimiques selon (Fabre et truhaut, 1961 ; Bruneton, 1999 ; Axel et al.,
2001).

e PM inférieur a 1.000.

e Les alcaloides non oxygénées et de faible masse moléculaire sont des liquides entrainables a la
vapeur d’eau, les alcaloides oxygénés ou de masse moléculaire élevée sont géneralement des
solides cristallins.

e Rarement colorés (berbérine de couleur jaune).

e Leur saveur est amére.

e En générale, insolubles dans I‘eau mais solubles dans les solvants organiques (chloroforme,
alcools, acétone).

e Capable de dévier la lumiére polarisée.

e Peuvent étre fixés sur certains agents adsorbants tels que les charbons actifs ou les argiles du

type bentonite.
11.1.5.2. Activités biologiques des alcaloides

Les plantes utilisent les alcaloides dans leur systeme de défense contre les herbivores et les
prédateurs a cause de leur amertume et toxicité ; ils pourraient étre des produits d’excrétion du
métabolisme azoté, et jouent un réle de 1’urée (Guignard et al., 2002 ; Merghem, 2009).

Chez I’homme, les alcaloides ont un réle trés important dans la stimulation du rythme cardiaque
(le sel de sulfate de spartéine, isolée de Cytisus scoparius), ils sont également utilisés pour provoquer la
contraction de l'utérus au cours de I’accouchement, dans le traitement de I'asthme bronchique et comme
médicament analgésique et antiallergique (I’éphédrine, isolée d’Ephedra alata), ils ont des propriétés

anti-inflammatoires et antimicrobiennes (La berbeérine, isolée de Berberis vulgaris), et sont utilisés dans
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le traitement de la maladie d’Alzheimer (la galanthamine agit en tant qu’inhibiteur compétitif de la

cholinesterase) (Mauro, 2006).

11.1.6.les terpenes et stéroides:
11.1.6.1.Les terpenes

Les terpenes sont des substances de consistance huileuse ; c’est une vaste famille de composés
naturels (prés de 15.000 de molécules différentes et de caractére généralement lipophiles), leurs grandes
diversités sont dues au nombre de base qui constituent la chaine principale de formule (C5H8)n selon la
variation de nombre n, dont les composés monoterpénes, sesquiterpenes, diterpenes et triterpenes (Wchtil
, M. & Anton, R. 2003).

Les stéroides sont des triterpenes tétracycliques, et possédent moins de 30 atomes de carbone,
synthétisés a partir d'un triterpene acyclique (hopkins, W. G 2003).Ces molécules présentent en forme
d’huiles essentielles, parfums et gott des plants, pigments (caroténe), hormones (acide abscissique), des
stérols (cholestérol) (hopkins, W. G 2003).

Les terpénoides constituent une classe importante de plus 10.000 composés qui déterminent
¢galement 1’activité pharmacologique des plantes médicinales (Zian ,2016). Ce sont hydrocarbonés

naturels, formé de I’assemblage d’un nombre entier d’unités isopréniques (Merghem ,2009).

H
AN -
~

Figure 10: Structure de la molécule d’isopréne (Calsamiglia et al ., 2007).
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11.1.6.1.1.Classification des terpenes.
11.1.6.1.1.1.Les monoterpenes.

IIs comportent dix (10) atomes de carbone et sont issus de la condensation de deux unités

isoprene, selon le mode de couplage «tete-queue» (Ayad, 2008).

11.1.6.1.1.2. Les diterpénes:

Les diterpenes sont des substances avec 20 atomes de carbone (C20)  élaborées a partir de 4
unités d’isopréne (Malecky, 2005).

11.1.6.1.1.3. Les sesquiterpenes:

Les sesquiterpénes forment une série de composés qui renferment 15 atomes de carbones
(Malecky, 2005).

11.1.6.1.2. Les triterpenes et stéroides:

Ces composés en C30 (n=6) sont trés répandus (Merghem, 2009), issus de la cyclisation de

I'époxysqualéne ou du scaléne (Krief., 2003).

11.1.6.1.3.Les polyterpénes:

En général, les polyterpénes ou polyisoprénes se composent de plus de 8 unités d’isopréne (plus
de C40).Ces terpénes se trouvent souvent sous deux formes isomeériques cis- et trans, Le cis-polyisopréne

se trouve dans le caoutchouc indien (Malecky, 2005).

11.1.6.2.Les stéroides

Les stéroides sont des triterpénes tétracycliques. Ils sont synthétisés a partir d'un triterpéne
acyclique, le squaléne, bien qu'ils soient généralement modifiés et qu'ils possedent moins de 30 atomes de

carbone (Gerhenson et Croteau, 1991).
11.1.7.Saponosides

Le terme de saponoside est dérivé de la saponaire (Saponaria) qui était jadis utilisée comme
substitut du savon, les saponosides sont des terpénes glycosylés, ils peuvent étre des stéroides glycosylés
ou des hétérosides triterpéniques, comme ils peuvent étre trouvé sous forme d'aglycones (ou génines; ce

sont des composés terpéniques ne possédant pas de glucides) appelés sapogénines.
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La combinaison d'un triterpéne hydrophobe et d'un glucide hydrophile confere aux saponosides
des propriétés tensioactives ou de détergent, qui lorsqu'ils sont agités avec de I'eau produisent une mousse

savonneuse (William, 2003).

Il semble que les saponosides jouent un réle de défense du végétal contre les pathogenes
microbiens. Les interactions mises en jeu avec les stérols de la membrane ont pour conséquence des

propriétés hémolytiques et une activité spermicide de certaines molécules.

Elles sont toxiques pour les animaux a sang froid et en particulier pour les poissons et les
mollusques. Certaines drogues a saponosides sont utilisées pour leurs propriétés antitussives (rhizome de
la réglisse), mais aussi anti-oedémateuses (cotylédons de la graine de Marronnier d'Inde) ou encore

analgésiques (Platycodongrandiflorum) (Sabrina, 2003).

11.1.8.Les anthocyanes

Ce sont des pigments responsables de la coloration des fleurs et des fruits soit en bleue, rouge,
violette, rose. (Yarnell, E,. 2006) sont également utilisés dans les troubles de la fragilité capillaire, mais

aussi comme diurétiques, voire méme antiseptiques urinaires (Hennebelle et al., 2004).
11.1.8.1.Utilisation thérapeutique des anthocyanes

IIs possédent des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes, et vasoprotectrices.

IIs diminuent la perméabilité des capillaires sanguins et augmentent leurs résistances. (Yarnell, E,. 2006).

19



-

\_

Chapitre 111:

Les activites

biologiques

~




Chapitre 111 : les activités biologiques

I11.Les activités biologiques
I11.1. Activité antioxydant
I11.1.1. Stress et radicaux libres
11.1.1.1. Le stress oxydatif

L’incapacité de I’organisme de se défendre contre les especes réactives de 1’oxygene (ERO) en
raison de la perturbation d’équilibre endogene entre ces derniers et les agents oxydants (AO). Ce
déséquilibre conduit a des dégats structuraux et fonctionnels. Les ERO sont des espéces chimiques
oxygenées tels que les radicaux libres, ions oxygénés, peroxydes, rendues chimiquement trés réactives par

la présence d’électrons de valence non appariés dans 1’orbitale la plus externe (Jan, 2004).

Table 4 Molécules du stress oxydatif

Nomencl4ature | Structure principales reactions

Superoxyde *0=0- Catalyseur de la réaction de Haber-WeiB par
recyclage de Fe2+ et Cu+ ; formation du peroxyde

d’hydrogene et peroxynitrite

Peroxyde HO=0OH Formation du radical hydroxyle ; inactivation
d’hydrogene d’enzymes ; oxydation de biomolécules
Ozone -O=0+=0 | Oxydation de biomolécules, spécialement celles contenant

des doubles liaisons, formations des ozonides et des

aldéhydes cytotoxiques

Radical *OH abstraction de I’hydrogéne, production de radicaux libres
hydroxyle et peroxydes lipidiques, oxydation des thiols
Oxygéne singulet | «O=0 Reéaction avec les doubles liaisons, formation de

peroxydes, décomposition des aminoacides et nucléotides

Oxyde nitrique *N=0 Formation de peroxynitrite, réaction avec autres radicaux
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Peroxynitrite O=N=0=0- | Formation du radical hydroxyle, oxydation des
groupements thiols et aromatiques, conversion de la
xanthine déshydrogénase en xanthine oxydase, oxydation

des biomolécules

Hypochlorite ClO- Oxydation des groupements amine et sulfure,

formation de chlore

Radical Re abstraction de 1’hydrogéne, formation des radicaux peroxyl
et autres radicaux, décomposition de lipides et autres

biomolécules

Radical peroxyl R=0=0e abstraction de 1’hydrogéne, formation des radicaux,

décomposition de lipides et autres biomolécules

Hydroperoxyde R=0=0H Oxydation de biomolécules, destruction de

membranes biologiques

ions fer et cuivre | Cu2+, Fe3+ | Formation du radical hydroxyle par la réaction
de Fenton et Haber-WeiB

I11.1.1.1.1. Les consequences du stress oxydant

La production de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules biologiques
(oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des Iésions secondaires dues au
caractére cytotoxique et mutagene des métabolites libérés notamment lors de I'oxydation des lipides
(Favier, 2003).

111.1.1.1.1.1. peroxydation lipidique
111.1.1.1.1.2. peroxydation lipidique :

Les lipides, et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de l'attaque
par le radical hydroxyle, capable d'arracher un hydrogene sur les carbones situés entre deux doubles

liaisons, pour former un radical diéne conjugué, oxydeé en radical pyroxylé.
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111.1.1.1.1.3. Les maladies liées au stress oxydatif : (Favier, 2003)

Le stress oxydatif est impliquée dans des plusieurs maladies lorsque il apparaitre des molécules
biologiques anormales et en surexprimant certains genes, donc il sera le principale cause initiale de
plusieurs maladies : cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire
aigu, cedémes pulmonaire, vieillissement accéléré. Le stress oxydatif aussi un des facteurs potentialisant
I'apparition de maladies plurifactorielles tels le diabéte, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les
maladies cardiovasculaires. 1l joue également un role dans I'apparition des autres facteurs athérogenes:
augmentation de la résistance a l'insuline, activation des cellules endothéliales libérant des médiateurs
prooxydants (prostacycline, cytokine, facteur de fibrinolyse, superoxyde, NO), augmentation de la

prolifération des fibres lisses.

Quelles sont les maladies liées au stress oxydatif? ()

Maladies Cardiovasculaires,

Dégénérescence maculaire Ischemie du myocarde Viellissement de la peau,
Dégénérescence de |a rétine Coeur Psoriasis, Mélanome
Yeux Peau
Differents organes \ / Reins
Vieillissement prématuré, w::gﬁrizr;ce Rénale,

Diabétes, Fatigue Chronique,
Fibromialgie

Arthrite Rhumatoide,
Arthrite classique

Sang—

Hypertension, Articulations
Athérosclérose / }
Systéeme Poumons
itai Cerveau Alergis,
Immunitaire Astme, Al

Alzheimer, Parkinson,

Réactions Auto-immune, Embolie, Cancer, Autisme
Inflammations, Lupus

Figure 11 : Quelques maladies liées au stress oxydatif (2).

111.2.1.2 Radicaux libres

Les radicaux libres sont produits dans le cadre de processus métaboliques normaux sous les

conditions physiologiques. Le systeme antioxydant est un systeme de défense responsable de contréler

23



Chapitre 111 : les activités biologiques

étroitement la production de ces radicaux au niveau cellulaire. Cependant, une surproduction de
radicaux libres d'un cété et (ou) une déficience du systeme antioxydant de l'autre c6té, conduira a une
augmentation significative de la production de ces radicaux, qui submergent la défense (Sies, 1997)
antioxydant et imposent un stress oxydatif pour le systeme physiologique (Martinez-Cayuela, 1995).
Il existe deux types de radicaux libres

1. Radicaux primaires

Sont des composes radicalaires qui jouent un role particulier en physiologie. Ces radicaux
primaires dérivent de 1'oxygéne par des réductions a un électron tels I'anion superoxyde O2 - et le

radical hydroxyle OHe, ou de l'azote tel le monoxyde d'azote NO+

.D'autres espéces dérivées de I'oxygene dites especes actives de I'oxygene, comme l'oxygéne
singulet 102, le peroxyde d'hydrogene (H202) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des radicaux
libres, mais sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux.L'ensemble des radicaux

libres et de leurs précurseurs est souvent appelé especes réactives de I'oxygene (ERO).

2. Radicaux secondaires
Ils sont formés par réaction de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques de la
cellule (Favier. ,2003).

: INFLAMMATION
LMIEREUY" FORMATION DE \)  Ciobule

N RADICAUX LIBRES Blanc
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ADN \\t )
| @Mx % METABOLISM
LA POLLUT ON Ca Mitochondrie
DE LAIR ,

0, +UV
T AR 1
+(in air) . : .
@ OH‘ 00‘ | OH OHO &
O™ ™) 7

RAYONNEMENT . 9 NO
|

Figure 12: formation de radicaux libre (3).
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111.1.1.2. Les sources importantes des radicaux libres

Les sources des radicaux libres soit endogenes ou exogenes sont les suivantes :

v' mécanismes de cycles redox : que produit dans 1’organisme 1'oxydation de molécules comme les
quinones. Ce cycle redox a lieu soit spontanément, soit surtout lors de l'oxydation de ces composés
au niveau du cytochrome P450. Ce mécanisme est souvent incriminé pour expliquer la toxicité de
I'alcool, des résidus de la fumée de cigarette, ou de nombreux médicaments ; mais il se produit aussi
avec des composés endogénes comme l'acide lévulinique et surtout les catécholamines.

v Les métaux toxiques (chrome, cuivre, vanadium), mais aussi le cuivre et le fer libres (existant lors
de surcharges générales ou localisées) générent des radicaux hydroxyles, tres réactifs, a partir de
I'espece peu réactive H202, par une réaction appelée réaction de Fenton. Les particules inhalées
(amiante, silice) sont aussi des sources de radicaux libres, d'une part parce qu'elles exacerbent la
phagocytose, d'autre part parce que leur surface est tapissée de sels de fer.

v Les rayonnements : sont capables de générer des radicaux libres, soit en scindant la molécule d'eau
lorsqu'il s'agit des rayons ionisants X ou vy, soit en activant des molécules photo sensibilisantes
lorsqu'il s'agit des rayons ultraviolets qui vont par ce mécanisme produire des anions super oxydes

et de I'oxygéne singulet (Alain Favier. ,2003).

Peroxysome radiation
= Mitochondrie ctgarette =
Auto oxydat-on drogue
Sources
Sources
—l X
d es || Exogénes
Endogenes Phagocyte chaleur
Oxyhemoglobme pesncnde
- Détoxification pollution —

Figure 13: Les principales sources des ERO (Humblet ; Godeau, 2005).

111.1.1.3. Comment et par qui contr6lé les radicaux libres :

Comme tous les mécanismes consomment beaucoup d’énergie et passent vers plusieurs

stratégies, la cellule va controler le niveau d'espéces réactives de I'oxygéne.
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Figure 14: Radicaux libres : métabolites dérives de 1’oxygene (Favier, 2003).

111.1.2. Différentes formes des antioxydants :

111.1.2.1. Antioxydants synthétiques :

Selon Safer et Al-Nughamish, 1999 et Lisu et al., (2003) , les antioxydants de synthése (

butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluene (BHT) gallate propylée (PG) et le

tétrabutylhydroquinone TBHQ) sont trés utilisés notamment en industrie alimentaire dans le but de

prolonger la durée de conservation.

Des études ont montré que les antioxydants synthétiques doivent étre remplacés par des

antioxydants naturels, parce que certains antioxydants de synthése ont montré des effets néfastes pour la

santé, et plus particulierement des effets cancérogenes possibles. Par conséquent, il est impératif de

trouver une alternative pour pallier ce probléme ; en cherchant de nouvelles sources d'antioxydants sains

et peu codteux d'origine naturelle dans le but de les utiliser dans les aliments et les préparations

pharmaceutiques pour remplacer les antioxydants de synthése (Safer et Al-Nughamish, 1999).

L'intérét croissant pour la substitution des antioxydants alimentaires synthétiques par des matiéres

naturelles favorise le dépistage de nouveaux antioxydants a identifier dans les sources végétales (Moure

etal., 2001).
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11.1.1.2 Les antioxydants naturels :

Ce sont d’autant plus importants que certains peuvent étre utilisés en thérapeutique pour tenter
de prévenir le stress oxydatif (Diplock, 1991).1ls sont classés en deux : anti oxydant naturel

enzymatique et anti oxydant naturel non enzymatique.

111.1.1.2.1. Anti oxydant enzymatique :

C’est la premiere ligne de défense de notre organisme contre les dommages ROS, cette défense
permet de maintenir la concentration en especes radicalaires a un taux basal (homéostasie
physiologique).En effet, elle posséde une grande affinité pour les ROS, avec laquelle elle réagit tres
rapidement pour les neutraliser (Hamadi, 2009).Antioxydant enzymatique : la glutathion peroxydase et
réductase (GSHPX), L’héme oxygénase, les catalases, les superoxydes dismutases (SOD), les

thiorédoxines (TRXx) et la thiorédoxine réductase (TRxR).
111.1.1.2.2. Anti oxydant non enzymatique :

L’organisme utilise des substances pour se protéger contre les radicaux libres ; tel que la
vitamine C, la vitamine E, Glutathion, les oligoelements, acide urique, les caroténoides et les composeés

phénoliques.
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Figure 15: différents antioxydants naturels enzymatique et non enzymatique (1).
111.2. L’activité anti bactérienne
111.2.1. Généralités sur les bactéries

L’ensemble des bactéries forme le régne des eubactéries. Sont des micro-organismes
unicellulaires classées parmi les procaryotes, car ils ne possédent pas des membranes nucléaire. Toutes

les bactéries rencontrées en pathologie appartiennent au régné Bactéria

Les bactéries sont, en général, divisés en deux : bactéries proprement dites (Bactéria) et bactéries
primitives. On peut avoir au microscope optique a 1’état frais ou aprés coloration et en détaille sur

microscope électroniques (Boulberhane Saoussene, Nabti Hichem., 2017).

Généralement le diametre des bactéries est inférieur a 1 um.il y a plusieurs formes : sphérique

(cocci), batonnets (bacilles), incurvées (vibrions) et spiralées (spirochétes).
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Figure 16: la forme générale de la bactérie.
111.2.2. Les milieux de culture des bactéries :
Pour cultivé les bactéries on a deux milieux différents, liquide ou solide
e Milieu liquide :
Par exemple le bouillons, les bactéries se dispersent librement et leur multiplication se

traduit par un trouble.

e Milieu solide :
Comme I’agar sont solidifies a des températures inférieure a 40°C et a la propriété de

fonder a I’ébullition.
111.2.3. Description des quelques bactéries étudiées.

111.2.3.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus gram positif) (Boulberhane Saoussene, Nabti Hichem., 2017) Sont des

bactéries qui habitent soit dans 1’étre humane soit dans les animaux Les staphylocoques impliquées dans

des plusieurs pathologies variées et de gravite diverse : soient des commensaux occasionnels, permanents

de la peau et des muqueuses de I’homme et des animaux, peuvent causer des infections (intestinales, des
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plaire et de sang).Elles sont fréquemment retrouvées dans 1’environnement (eaux non traitées, sols, objets

souillés).

e Elles peuvent étre contractées en dehors de I’hopital.
e Elles acquiérent facilement des résistances aux antibiotiques, en particulier a la méthicilline et a la
pénicilline (Avril J.L et al., 2000; Ibiri P .M. 2005).
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Figurel8 : Staphylococcus aureus.

111.2.3.2 Escherichia coli

(gram négatif) (Boulberhane Saoussene, Nabti Hichem., 2017)

C’est une bactérie intestinale des mammiferes, trés commune chez 1’étre humain. Appelée ¢galement
colibacille et abrégée en E.coli, elle compose environ 80% de notre flore intestinal aérobie. Ce
microorganisme peut devenir pathogéne et peut provoquer des infections urinaires, biliaires, intestinales
et génitale ( Flandrois J.P. 1988 ; Leclerc H. 1993).
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Figurel9 : Escherichia coli.

111.2.3.2. Pseudomonas aeruginosa :(A. Chaibdraa et al., 2008).

Les pseudomonas est un agent pathogene a 1’origine d’infections nosocomiales graves dans les
centre brulés (Avril J.L et al., 2000).

Chef de file des bacilles a gram négatif non fermentant, aérobie stricte, il se développe plus
facilement dans un environnement humide (Hamad E. 2002 ; Plotowiski M. C. 1987).

Le pseudomonas est naturellement résistant a nombreux antibiotiques.

Il possede également la capacité d’acquérir treés rapidement d’autres résistances soit par
mécanisme enzymatique (imipenemase) soit non enzymatique (imperméabilité) (Ibiri P .M.
2005).

Figure 20 : pseudomonas aeruginosa.

31



Chapitre 111 : les activités biologiques

111.3 Activité anti-inflammatoire :
111.3.1. Définition de ’inflammation :

Les réactions inflammatoires sont induites par les infections microbiennes et virales; I'exposition
aux allergenes, les radiations et les produits chimiques toxiques, les maladies auto-immunes et
chroniques, l'obésité, la consommation d'alcool, l'utilisation de tabac, et une alimentation riche en

calories (Bayala, 2014).

L’inflammation est une processus de défense immunitaire de 1’organisme en réponse a une
agression d’origine exogene (brulure, infection, allergie, traumatisme) ou endogeéne (cellule
cancereuses ou pathologies auto-immunes), dont le but d’éliminer 1’agent pathogene, réparer les

1¢ésions tissulaire et favoriser le retour a I’homéostasie et a la cicatrisation du tissu 1ésé (Ryan et

Majno, 1977 ;lwalewa et al., 2007 ;Barton,2008).

D’une autre part I’inflammation est considérée comme une source importante des radicaux
oxygenés produits directement par les cellules phagocytaires activées, au cours de la phagocytose
(Barton, 2008).

111.3.2. Type d’inflammation
111.3.2.1. Inflammation aigue

¢ [’inflammation aigue est la réponse immédiate de 1’organisme a un agent agresseur, elle dure de
quelque semaine.
e |l peut etre divisé en trois grandes phases :
v" Phase vasculaire immédiate.
v" Phase cellulaire consécutive.
v Phase de résolution et de cicatrisation (Weill et al., 2003 ; Charles et al., 2010).

111.3.2.2 Inflammation chronique :
Définie par la présence de cellules immunitaires (Iwalewa et al., 2007 ; Charles et al., 2010) .
111.3.3 La réponse inflammatoire :

C’est un processus habituellement bénéfique, son but est d’éliminer I’agent pathogene et de

réparer les lésions tissulaires (Weill et al., 2003).
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111.3.4. Activité anti-inflammatoire
111.3.3.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens(AINS) sont des médicaments aux propriétés antalgiques,

antipyrétiques et anti-inflammatoires (Cuvillon et Viel., 2009).

111.3.3.2. Anti-inflammatoires stéroidiens (Glucocorticoides)

Les médicaments anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) constituent une vaste famille de
médicaments dérivés du cortisol. Les glucocorticoides (GC) traversent librement les membranes
cellulaires, se fixent sur des récepteurs spécifiques qui appartiennent a la superfamille des récepteurs
nucléaires aux stéroides et migrent vers le noyau et agissent directement sur I’ADen se fixant sur des
séquences spécifiques, dites GRE (Glucorticoid Response Element) (Barnes, 1998 ; Rhen et
Cidlowskim 2005).

111.3.3.3. Anti-inflammatoires naturel :

La phytothérapie est utilisée depuis toujours dans la médecine traditionnelle. le nombre de
composés phytochimiques, trouvé dans les plantes médicinales est treés vaste, et leurs spectre d’activité

est tout aussi grand (Barnes, 1998).
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Matériel Et Méthodes Etude Expérimentale

1.1. Matériel végétal

Le matériel végeétal utilisé correspond a la partie aérienne composée des feuilles de

I’espéce Ephedra alata .

La récolte s'est effectué le 01/04/2019 au niveau de la localité Chechar.Le séchage
s'est fait a la température ambiante, a lI'abri de la lumiere et de I’humidité afin d'éviter la

dégradation des principes actifs et le développement des moisissures.

Apres séchage, les fleurs de la plante ont été broyées et stockées soigneusement dans

un endroit sec en vue de leur analyse.

Figure2l : Carte géographique représente la localisation d'obtention de plante

Ephedra alata alanda (Chechar - khenchela).

1.1.1. Matériels et produits

a) Matériels et appareillages

e Rota vapeur - Etuve - Balance
e Bécher - Erlenmeyer - Eprouvettes graduées - Cristallisoir — Entonnoir
e Pissette — Thermometre - Spatule - Papier filtre

b) Solvants utilisés

e Meéthanol
e [’cau distillée

1.1.1.1. Mode opératoire

100g de la matiere végétale (I’éphédra alata) est soumise a une extraction par

macération dans le mélange :
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1) Méthanol / H20 distillée (70% _ 30%: /V/V)

1.1.1.1.1. La macération

Les fleurs séchées (100 g) ont été, acérées dans une solution hydroalcoolique a raison
de 7/3 pendant 24 heures ; cette opération est répétée trois fois jusqu’a épuisement de la

matiére végétale.
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100g De I3 Solvant 80% + 3 Macérations avec
matiere vegetale eau distillée 20% renouvellemeant du
solvant

v

Evaporé par ] Séché z L'extrait brut
Evaporateur | 'Etuve 45 °C des fleurs

Figure 17: Protocole d'extraction solide liquide.

36



Matériel Et Méthodes Etude Expérimentale

1.2.Analyse qualitative :
1.2.1.Etude phytochimique :

L’extrait visqueux des fleurs d'Ephedra alata a subi différentes tests chimique afin de

mettre en évidence la présence ou lI'absence des principales familles de métabolites secondaires.
1.2.1. test des flavonoides

2.5 ml de I’extrait aqueux dans 0.5 ml de HCL concentré. Le développement de la
couleur rouge ou rose apres 3 minutes ceci indique la présence des flavonoides (Bruneton,
1999).

1.2.2. test des alcaloides : test de Mayer

100 mg de d’extrait ont été introduits dans un tube a essai contenant 3 ml d’acide sulfurique
1% .I’ensemble a été porté a ébullition au bain-marie (100°c) pendant 5 min .Aprés
refroidissement et filtration, 5 gouttes de réactif de Mayer ont été ajoutées .La formation d’un

précipité blanc a indiqué la présence des alcaloides (Bruneton, 1999).
1.2.3. test des triterpénes et stéroides

100 mg d’extrait ont été dissouts dans 3ml de chloroforme et 5 gouttes d’anhydride
acétique et acide sulfurique concentré y ont été ajoutées. La formation d’une phase rouge-
violacée a indiqué la présence des triterpenes, alors que le développement d’une coloration bleue

a I’interface a indiqué la présence des stéroides (Bruneton, 1999).
1.2.4. test des composés phénoliques

0.1g de I’extrait a été dissout dans 3 ml d’éthanol et 5 gouttes de FeCl3 y on été ajoutées. Le
développement de la coloration verdétre a indiqué la présence des phénols. La présence des composés

phénoliques a été marqué par I’apparition de la coloration bleue-verdatre (Bruneton ,1990).

1.2.5. test des saponines

100 mg d’extrait ont traduit dans un tube é essai contenant 5 ml d’eau distillée, I’ensemble a
été chaufé pendant 5 min. Aprés refroidissement et filtration, 10 ml de filtrat a été introduit dans un
second tube a essai et agités pendant 1 min. Aprés 15 min de repos 1’épaisseur de la mousse a été
mesuré 1a I’aide d’une régle graduée. Une hauteur de mousse d’au moins un centimétre a indiqué la

présence des saponines (Bruneton ,1990).
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1.2.6. test des tanins

100 mg d’extrait ont été dissouts dans 5 ml d’eau distillée et la solution a ét¢ chauffée
pendant 5 min . Aprés refroidissement et filtration, 4 gouttes de chlorure de fer 0.5 % ont été ajoutés a
2 ml de filtrat. La présence des tanins a été indiquée par la formation d’un précipité bleu
(Bruneton ,1990).

1.2.7. test des anthraquinones

0.1 g d’extrait a été ajouté a 4 ml du mélange éther-chloroforme. La solution ainsi
obtenue a été avec 4 ml de soude 10 % et I’apparition d’une coloration rouge a indiqué la

présence des anthraquinones (Bruneton ,1990).
1.2.8. test des anthocyanines

0.1 g a été ajouté a 5 ml d’une solution d’acide sulfurique 10 %. L’apparition de

coloration orange a montré la présence des anthocyanines (Bruneton, 1990).
1.2.9. test de coumarines

100 mg d’extrait ont été dissouts dans 3 ml de méthanol contenu dans un tube a essai, puis le
tube a été recouvert d’un morceau de papier imbibé d’une solution de soude 10 %. La présence de la

fluorescence jaune-vert a ’'UV (254 nm) a révélé la présence des coumarines (Bruneton, 1990).
1.3. Les activités biologiques

1.3. tests anti inflammatoire

1.3.1.préparation des 4 solutions

» Solution 1

e Dansun 1" tube

450 pl de BSA(5%= 0.5 g de BSA dans 5 ml d’eau distillée)

+
50ul d’extrait (0.25 mg /ml)
» Solution 2 : controle test
e Dans un 2°™ tube

450 pl de BSA(S %)

+

50 pl d’eau distillée
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» Solution 3 : contr6le produit
e Dans un 3°™ tube
450 ul d’eau distillée
+
50 pl d’extrait (0.25 mg/ml)
» Solution 4 : standard
e Dans un 4°™ tube
450 pl de BSA
+
50 pl de médicament « Diclofenac »
tel que : (0.25 mg de médicament diluée dans 1 ml d’eau distillée)
2-incubation, refroidissement, et lecture des absorbances

> les 4 tubes qui contiennent les solutions préparées ont été incubées a 37 °C pendant
20 min;

> une deuxiéme incubation a été effectuée a 57 °C pendant 3 min ;

> le refroidissement des 4 tubes a été réalise;

» un volume de 2.5 ml de la solution phosphate buffer saline a été ajouté dans les 4
tubes ;

» 1’absorbance a été mesurée par le spectrophotométre UV-visible a 416 nm ;

Pourcentage d’inhibition= 100 - [(DO de la solution essai—DO de la solution

controéle produit)/ DO de La solution essai*100]

Le controle représente 100% des protéines dénaturées ; et les résultats sont comparés

avec le Diclofenac de sodium (250 pg/ml).
1.3. L’activité antibactérienne
1.3.1. Les souches testées

Les souches bactériennes utilisées pour déceler ’activité antibactérienne de différents

extraits de 1'éphédra il s’agit de :

39




Matériel Et Méthodes Etude Expérimentale

Table 5: Les souches bactériennes utilisées.

La souche Gram La référence
?Staphylococcus aureus Positif ATCC 25923
Pseudomonas aeruginosa Negatif ATCC 27853
Escherichia coli Négatif ATCC 25933
Listeria monocytogenes Positif ATCC 25922

Ces souches de collection internationale ATCC (American type culture collection)

provenant du laboratoire de bactériologie « clinique mezdaouet khenchela.

1.3.2.Matériels et produits

a) Matériels et appareillages

e L’étuve - Autoclave - Four pasteur

e Plaque chauffante - Bec benzéne -Vortex — Balance

e Les boites de pétrie- Les tubes a essais - Micropipette - Pipette

e L’anse de platine - Ecouvillon stérile -Les disque (papier filtre) - Pince stérile
b) Produits Chimique

e Miller Hinton

e Agar

e L’eau physiologie

1.3.3. Mode opératoire

» Stérilisation du materiel
a) Four pasteur

Il est utilisé pour la stérilisation de la verrerie vide (tubes a essai, pipettes, les flacons,
pince) emballée dans du papier solide a 180°C pendant 30 minutes.
b) L’autoclave

Le milieu de culture, les tubes a essai remplis d'eau physiologique (Annexe ) utilisés
dans la préparation des solutions bactériennes, les disques en papier Wattman (6 mm de
diameétre) et les embouts jaune enrobés dans du papier aluminium ont été stérilisés a I’autoclave

a 121°C pendant 60 minutes.
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1.3.4. L antibiogramme :

% Repiquage des souches bactériennes
Les souches bactériennes a tester ont été repiquées par la méthode des stries dans des
boites de pétri contenant de la gélose nutritive, puis incubées pendant 24 h a 37°C afin

d'obtenir des colonies isolées (Bouchouka,2016).

% Préparation de I'inoculum
A partir d'une culture pure des bactéries a tester sur milieu d'isolement, racler Par une anse de
platine, quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques. Décharger lI'anse dans 5 ml
d'eau physiologique stérile (Annexe 2) a 0.9 %, bien homogénéiser la suspension bactérienne ,
son opacité doit étre equivalente a 0,5 Mc Ferland(Bouchouka,2016).

% Préparation les boites de pétri
La gélose de Muller Hinton est coulée et répartie dans des boites de pétri stériles. Ces dernieres

sont séchées pendant 30 min a une température ambiante avant leur emploi.

o
*

*

Ensemencement

v' La culture se fait dans un milieu stérile en présence de bec benzéne.

v Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne (il évite la contamination
du manipulateur et de la paillasse).

v’ L'essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le
décharger au maximum.

v Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas.

v Répéter l'opération deux fois, en tournant la boite de Pétrie de 60° a chaque fois sans

oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir I'ensemencement en passant

I'écouvillon sur la périphérie de la gélose (Adouane, 2016).

*
°e

Préparation des dilutions de I’extrait

une série de dilutions (101,10213) de [I’extrait méthanolique (MeOH) dans le
diméthylsulfoxide (DMSO) est réalisée a partir d’une solution meére 200mg d’E-MOH
préalablement dissouts dans un 1 ml DMSO (Benzeggouta, 2005).

<> Dépdt des disques
L’opération d’application des disques au niveau de boites de Pétrie est resumée dans

les étapes suivant :
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v

Des disques de papier filtre de 6,0 mm de diametre (Wattman n°® 1) sont imprégnés
individuellement avec 15 pL d’extrait a différentes concentration.

A T’aide d’une pince stérile on applique les disques a la surface des milieux deja
ensemences.

Un disque de I’antiboitque (Gentamicine 30ul) est placé dans la boite de Pétri comme
contréle positif.

Un disque imprégné de 15 pul de DMSO est utilis¢ comme témoin négatif.

Les boites sont fermées et incubées a température ambiante pendant 20 min, ensuite
dans une etuve a 37 °C /24 h.

Chaque test est réalisé en deux répétitions (Benzeggouta, 2005).

Incubation et Lecture

Aprés incubation 18-24 heures a 37°C dans I'étuve, Les résultats sont observés, en

mesurant les diamétres d’inhibition

Cette sensibilité est classée selon Duraffourd, (1990) comme suit :

>

YV V V V

Non sensible pour un diamétre inférieur a 7mm ;
Sensible pour un diameétre de 9-14 mm ;

Treés sensible pour un diamétre de 15-19 mm ;
Extrémement sensible pour diamétre supérieur a 20 mm.

Expressions des résultats

Les résultats expérimentaux sont exprimés selon la moyenne des valeurs obtenues + 1’écart

type (SD).

1.4. Dosage du total Flavonoides, TFC (Total Flavonoid Content)

1- Principe de la réaction

Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe

entre Al+3 et les flavonoides. La méthode de (Top[lu et al., 2007) est utilisée avec quelques

modifications pour une détermination sur microplaque 96 puits.

2- Procédure
50 pl (S2) [extrait de plante] + 130 pul [MeOH] + 10 ul (S1) [CH3COOK] + 10 ul
[AI(NO3) 3, 9H20] + attendre 40 mn + lecture a 415 nm. Un blanc échantillon est préparé en

remplacant les réactifs par le méthanol [50 pl extrait + 150 pl méthanol].
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3-Préparation de la gamme d’étalon de la Quercetin
1.5. Activité antioxydante
1.5.1. Test du DPPH radical libre

1- Principe de la réaction
L’activité anti-radicalaire libre est déterminée par spectrophotométrie par le dosage du DPPH
(Blois, 1958), le a-tocophénol, BHT et le BHA sont utilisés comme standards antioxydants.
2- Préparation du DPPH

Dissoudre 6 mg dans un volume de 100 ml de méthanol, le radical DPPH est dissous
dans le méthanol et gardé a -20°C a I’abri de la lumiére. L’absorbance est 0.5 nm
(517 nm) dans le spectrophotométre.
3- Procédure
A 160ul (DPPH) rajoutez 40ul (extrait) puis lecture 517nm.

1.5.2. Test de PABTS ( scavenging activity)

1- Principe de la réaction
L’activité ABTS est déterminée par la méthode de (Re et al., 1999).
2- Procédure
A partir de I’ABTS et du persulfate de potassium K2S208 : les deux produits en
solution aqueuse sont mélangés et mis a I’abri de la lumiére pendant 12-16 h ; ’absorbance de
la solution ainsi obtenue est ajustée par (Ethanol ou H20) a 0.700 = 0.020 a 734 nm avant
I’usage.
(ABTS) [Ir 19,2 mg (7 mM) ABTS + 5 ml H20 + [r 3,3 mg (2.45mM) (K2S208)
+ 5ml H20 + attendre 16 heure a I’abri de la lumicere.
M (ABTS) = 548,68 g/mol
M (K2S208) = 270,32 g/mol
A=0.70-0.75 nm de I’ABTS
3- Procédure
160ul (ABTS) + 40ul (extrait) + attendre 10min + lecture & 734 nm.

1.5.3. Test du CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity)

1- Principe de la réaction
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Le Cupric Reducing Antioxidant Capacity est déterminé par la méthode CUPRAC, (Apak et
al., 2004).
2- Procédure
e Préparation des solutions
[0 m=1.927 g Acétate d’ammonium (ACNH4) + 25 ml (H20) — S1 transparent
(pH=7.0).
e m=0.042625 g (Cu CI2, 2H20) + 25 ml (H20) — S2 bleu.
e m=0.039 g (Neocupronin) + 25 ml (EtOH) — S3.
1- ajouter la solution S1 au plat qui contient les extraits — pour lecture.
2- mélanger la solution S2 et S3 — pour lecture.
3- le CUPRAC prend une heure de temps pour lecture.
A 40 pl d’extrait rajoutez 60 pl (S1) + 50 ul (S3) + 50 ul (S2) + attendre 1 heure + lecture
a 450 nm.
M (Cu CI2, 2H20) = 170.50 g/mol
M (ACNH4) = 77g/mol
M (Neocupronin) = 208.27 g/mol
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Résultats Et Discussion
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11.1. Détermination du rendement d’extraction
11.1.1. 1Résultat

Les rendements d’extraction ont €té déterminés par la formule suivante :

Rendement d’extraction (%) = [Ps / Pp] x100

Ps : poids de I’extrait sec en (g).

Pp: poids de la poudre en (g).

L’extrait a été préparé a partir de la poudre des fleurs de la plante Ephedra alata alanda.
Les résultats sont représentés dans le tableau suivant :

Table 6 : le rendement d’extrait méthanolique de Ephedra alata alanda.

La plante Le poids de Le poids d’extrait | Le rendement en
matériel végétal en () (%)
en (9)
Ephedra alata 100 g 37649 37.6(%)

alanda (fleurs)

11.1.2. Discussion

Au vu des résultats rapportés dans le tableau montrent que I'extrait méthanoliques a donné un
meilleur rendement d’extraction avec un taux d’environ 37.6% ; ainsi que les résultats obtenus sont
comparés avec les résultats de I’autre bindme qui a travaillé sur les tiges de la méme plante Ephedra

alata,alanda et dans les mémes conditions ou le rendement a donné 21%.
I1.2. Screening phytochimique
11.2.1. Résultat tests phytochimique

Les tests phytochimique consistent a détecter les différentes familles de composeés qui existent
dans la partie des fleurs d’Ephédra alata alanda, par des réactions de précipitation ou de coloration, en
utilisant des réactifs spécifiques a chaque famille de composés. D’apres toutes ces étapes, les résultats

obtenus sont représentés dans le tableau
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Table: resultat des tests Phytochimique.

'Les cope’s -FeCls
‘ phénoliques
A -AICE
Flavonoidesz
' Les stéroides - Anhydride
acétique
-L'acide
sulfurique
' Les saponines
-Test de la
mousse
“Tanins
Condenszé:s -Chlorure de
Fer
" Les
Alcaloides - Tezt Mayer
' Les
coumarines Méthanol
"Les
anthraguinoneq
KOH
' Les -Acide
anthocyane: |sulfurique

Apparition

d'une
coloration
jaune

Anneaun
pourpre ou
violet. virant au
bleu puis au
vert

Formation
d’'une moussa
perszistants
apres 13 min

au bleu noir
- ou bleu
verditre

Précipitation

Présence d'une
fluorezcence

bleue gu yerte
alalampa UV
Coloration
rouge ou roza

Coloration
rouge ou brune

++

- Négative ; + Faiblement positif ; ++ Positif ; +++ fortement positif.
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11.2.1. Discussion

Apres avoir examiné les résultats obtenus par I’examen phytochimique de la plante étudiée, il a
trouvé que la plante Ephedra alata alanda de la région chechar « khenchela » est riche en métabolites
secondaires, cette abondance en principes actifs conféere a la plante des propriétés pharmacologiques
remarquables (Konkon et al, 2006), ce qui justifient les différents indications thérapeutiques. Ou les
résultats obtenus par 1’autre bindme qui a analysé les tiges de la plante Ephedra alata,alanda sont
presque les mémes .

Selon kbili zohra (2016), qui a étudié toute la partie aérienne de la plante Ephedra alata, alanda et

confirmé la présence de diverses métabolites secondaires dans les deux parties de la plante.
11.3. L activité antibactérien
11.3.1. Résultat

Nous avons éetudié le pouvoir antimicrobien des extraits isolés de /’Ephedra alata alanda par la
méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosés solides, Mueller-Hinton.

L’activité antimicrobienne d’extraits méthanolique des fleurs a été estimée en termes de diametre de la
zone d'inhibition autour des disques contenant 1’extrait a tester vis-a-vis de (04) bactéries et le témoin
positif (Gentamicine) et témoin négatif (DMSO).

Les résultats des différents tests de I’activité antibactérienne sont présentés dans le tableau suivant :

Table 7 : zone d’inhibition d’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique des fleurs, le t¢émoin
positif (Gentamicine) et témoin négatif (DMSO) sur le milieu MH (mm).

Témoin Témoin SM 10* 107 10-3
positif négatif
Staphylococcus 9 - - - - -
aureus
Listeria 8 - 8 7 7 -
monocytogenes
Escherichia 14 - 9 8 - -
coli
Pseudomonas 18 - - - - -
aeruginosa
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(-) : absence d’activité.
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Figure 18 : Histogramme d’effet de la plante E. alata sur la souche bactérienne Staphylococcus aureus
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Figure 19 : Histogramme d’effet de la plante E. alata sur la souche bactérienne Pseudomonas
aeruginosa
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Figure 20 : Histogramme d’effet de la plante E. alata sur la souche bactérienne Listeria monocytogenes
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Figure 21 Histogramme d’effet de la plante E. alata sur la souche bactérienne Escherichia coli.
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11.3.2. Discussion

Nos résultats montrent que la bactérie Listeria monocytogenes et Escherichia coli la bactérie est
sensible a I'extrait de méthanolique, ce qui explique que l'extrait de méthanol a des concentrations (10
mg/ml et SM) inhibe la croissance de ces bactérie, que le méme extrait ne montre aucun effet sur

Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus.

Selon Kessal et Bouafia (2003), I'extrait méthanolique de la plante entiére de I'E.alata
de la région de Ouargla, a montré des zones d'inhibition de 9,63 mm; 7,31mm et de

contre E.coli, P. aeruginosa et respectivement

En général, les résultats de l'activitéanti bactérienne des extraits de la plante Ephedra alata
alenda étudiée ont été comparés a ceux de la méme souche pour la région d’Ouargla, Il s'avére que ce

dernier ont une activité anti bactérienne plus grande que celle de la plante étudiée.

11.4. Pactivité anti-inflammatoire
11.4.1. Résultat

Le test de ’activité anti-inflammatoire par la méthode d’inhibition de la dénaturation de la
protéine bovine sérine albumine (BSA) a différentes (n= 3 ; les absorbances) concentrations a été réalisé
en triple, dont les absorbances sont mesurés a 416 nm.

Table 8 : les différentes absorbances des différentes solutions a 416 nm.

La solution Solution 1 Solution 2 Solution 3 Solution 3
Contréle tes Contréle produit | Standard
Absorbance 0.175 0.127 0.139 0.153

Pourcentage d’inhibition = 100-(ABS de la solution test —~ABS de la solution controle produit)/ABS

de la solution controle test * 100

Pourcentage d’inhibition = 100-(0.175-0.127)/0.139 *100 =65.5%
Pourcentage d’inhibition (Diclofenac) = 100-(0.153-0.127)/0.99*100=97.37 %
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Figure 22: Histogramme représente le pourcentage d’inhibition de la Diclofinac et 1’extrait
méthanolique des fleurs.

11.4.2. Discussion

Les résultats de la présente étude montrent que 1’extrait aqueux de 1I’Ephedra alata ,alanda
possede une un effet anti-inflammatoire in vitro, I’effet anti-inflammatoire de I’extrait est observé a
partir de des résultats obtenus de 1’absorbance par comparaison avec 1’absorbance de I’anti-
inflammatoire non stéroidien le Diclofenac sodium ; ou I’extrait aqueux Ephedra alata,alanda a la
capacité a protéger le sérum albumine bovine (BSA) contre la dénaturation thermique et inhibe
significativement la dénaturation du BSA par rapport au Diclofenac sodium .

Table 9: les différentes pourcentages de I’inhibition de la dénaturation des protéines par les fleurs de
I’Ephdra alata,alanda et le Diclofenac sodium .

Extraits % Inhibition de la dénaturation des
protéines
Diclofenac sodium 97.37%
Fleurs de la plante ephedra alata,alanda 65.5%

Les résultats obtenus de cet extrait est comparable aux résultats obtenus pour le Diclofenac
sodium; un médicament anti-inflammatoire présenté comme standard qui a exercé un pourcentage
d’inhibition de 97.37% a la méme concentration.

La dénaturation des protéines est parmi les causes de I’inflammation (Djeridane,A. 2006) , la
production d’auto-antigéne dans les maladies inflammatoires peut étre due a la dénaturation des protéines

in vivo. Le mécanisme possible de la dénaturation consiste a 1’altération des liaisons électrostatiques,
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hydrogenes, hydrophobe et disulfure qui maintien la structure tridimensionnel des protéines (Sangeetha
,M. 2011)

D’apreés les résultats on pourrait dire que 1’activité anti-inflammatoire d’extrait aqueux Ephedra
alata,alanda serait due aux flavonoides et les tanins qu’il contient .Il a été apporté que les flavonoides
joueraient un réle important dans le traitement des inflammation (Nassis et al ,1992).

Selon Hikino et al (1980) ont prouvé que le pseudoehedrine est le principe actif responsable de I’activité

anti-inflammatoire montree par la plante Ephedra alata,alanda.
11.5 Dosage des flavonoides

L’estimation des flavonoides de I’extrait méthanolique et acétate de J.phoenicea a
été effectué par la méthode (Top u et al., 2007) en utilisant le réactif nitrate d’aluminium.
La quercétine est le standard le plus souvent employé dans cette méthode.

Abs
2
18 y=0,017x +0,0169 _
2 _
16 R4=0.9961

14 //

1.2 e Abs

o,; / Linéaire (Abs)

0.6 / —— Linéaire (Abs)

0.4

02

0 ‘ ‘ \

0 50 100 150

Figure 23 : Courbe d’étalonnage de la quercétine en pg/ml.

La teneur en flavonoides de I’extrait a ét¢ calculée a partir de la courbe d’étalonnage de la
quercétine et exprimé en milligramme équivalent de quercétine par milligramme du poids d’extrait (mg
EQ/mg).

Le taux des flavonoides totaux a été détermine a partir de la courbe d’étalonnage d’équation (Figure
23), D.0 =0,0171 [flavonoides] + 0,0169 ; avec un coefficient de détermination R2 égal a 0,996.

52



Résultats Et Discussion

-—_— - o e

Flavonoids 150

—ﬁﬁﬁ&y
content
(ng QE/mI) 10
50 102.01
0

Figure 24 : Teneur en flavonoides (mg EQ/mg).

La détermination quantitative des flavonoides par la méthode utilisée se base sur la formation d’un
complexe flavonoide-ion d’aluminium ayant une absorbance maximale a
415 nm, cette méthode révele que 1’extrait méthanolique a montré un taux d’environ
(102,01+1,17) mg EQ/mg d’extrait qui est plus élevé.
Les résultats obtenus par kebili (2016) pour la méme souche de la région d’ouargla montrent que la valeur

la plus élevée est notée pour I’extrait dichlorométhanolique de la partie aérienne (128.69 EAG/mgE)

I1.6 L’activité antioxydante

IC50
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Figure 25: les tests d’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique.
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]
Les résultats montrent que I’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique, sont obtenus avec

trois techniques d’activité antioxydante a savoir : DPPH, ABTS et CUPRAC.
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Figure 26: Clso des extraits et des standards DPPH

Le test DPPH a donné une valeur d’IC50 (16,44+0,31ug/ml) tandis que ceux du standard BHA égale
6,14+0,41 ug/ml et BHT égale 12.99+0.41 pg/ml ; cet extrait possede un pouvoir de piégeage du DPPH
plus fort que les standards.

L’¢tude réalisée par kebili (2016) montre une IC50 de 0.32/1 pour I’extrait méthanolique.

8 6.74
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B BHT ™ MeOHF BHA

Figure 27: 1C50des extraitset des standards ABTS.

Dans le test ABTS, on a trouvé une IC50 (6,74+0,27ug/ml), cette valeur supérieur a celles des standards
BHA (1,81+0,10 pg/ml) et BHT (1,29+0,30 pg/ml) ; donc plus active.
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Figure 28 : CI150 des extraitset des standards de teste CUPRAC.

Le test CUPRAC indique une valeur d’A0.50 (16,43£0,42ug/ml) par comparaison avec les
standards BHA (5,35+0,71 pg/ml) et BHT (8,97+3,94 ng/ml), d’apres ces résultats, I’extrait des fleurs
est plus fort que les deux standards BHA et BHT.

Toutes les valeurs affichées n’excluent pas le potentiel antioxydant de I’extrait méthanolique , et

indiquent que I’extrait présente une activité remarquable vis-a-vis du piegeage du H20>
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Conclusion

L’essor de la science médicinale n’a pas empéché le recours a la phytothérapie.
Ephedra alata a prouvé ses vertus thérapeutiques.

L’objet de notre étude a consisté a évaluer les propriétés antibactériennes, anti-inflammatoire
et antioxydants de cette plante.

Les tests biochimiques des extraites bruts étudiés ont mis en évidence la présence des
principes actifs du métabolisme secondaire tels que : les flavonoides, tanins, saponifies, des
coumarines et des alcaloides

Les résultats de la présente étude montrent que I’extrait aqueux de 1’Ephedraalata
,alandaposséde une un effet anti-inflammatoire in vitro, cet effet de 1’extrait est observé a partir
de résultats obtenus de 1’absorbance % par comparaison avec 1’absorbance de 1’anti-
inflammatoire non stéroidien le Diclofenac sodium. ou I’extrait aqueux Ephedra alata,alanda
a la capacité de protéger le sérum albumine bovine (BSA) contre la dénaturation thermique
avec un pourcentage de 65.5%et inhibe significativement la dénaturation du BSA par rapport
au Diclofenac sodium qui a la capacité de la dénaturation de la protéine BSA avec le
pourcentage de 97.37% .

Les résultats obtenus ont mis en évidence une activité remarquable contre les bactéries
gram(+) et gram (-), cette activité ont été réalisés sur quater souches bactériennes (E.coli,
Pseudomonas aeruginosa, listeria monocytogenes et Staphylococcus),

Nos résultats montrent que la bactérie Listeria monocytogenes et Escherichia coli la bactérie
est sensible a l'extrait de méthanolique, ce qui explique que l'extrait de méthanol a des
concentrations (10"t mg/ml et SM) inhibe la croissance de ces bactérie, que le méme extrait ne

montre aucun effet sur Pseudomonas aeruginosaet Staphylococcus aureus.

Ainsi, le screnning phytochimique est complété par la détermination de la teneur totale des
flavonoides par une méthode de d’un extrait (méthanolique) qui arévélé des teneurs en
flavonoides de 102,01+1,17mg EQ/mg respectivement.

L’activité antioxydante des fractions d’Ephedra alata a été évaluée in vitro par trois
méthodes, la premiére est de réduction de radical libre DPPH pour les résultats ont montré que
I’oxydation du DPPH est efficacement inhibée par 1’extrait méthanolique avec une ICsp €gale

a16,44+0,31 /ml, la deuxiéme est de ABTS avec une valeur de 6,74+0,27 et la troisieme est de
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CUPRAC qui est égale a 16,43+0,42 ; ces tests sont comparables a des standard tel que BTH
et BHA.
Ces résultats prometteurs, nous permettraient d’élargir les recherches sur des bactéries

autrement plus dangereuses, tant que ’homme, le bétail et les plantes.
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L’annexe

ANNEXE 01 : Préparation des milieux

Le milieu Muller Hinton (MH)
e Infusion de viande de boeuf 2g
e Peptone de caséine 17.5 ¢
e Amidonl5g
e |l'agarl7g
e L’eau distillée 1000 ml
« Eau physiologique
e Chlorure de sodium 9g
e [’cau distillée 1000 ml

ANNEXE 02 : Préparation des réactifs

< AICI3 1%
e AICI3 1g
e Eau distillée 100 ml
< NaOH 10%
e NaOH 10g
e Eau distillée 100 ml
% FeCl3 2%
e FeCl32g
e Eau distillée 100 ml
ANNEXE 03 :

Rotavapeur Chambre UV
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Master: Biochimie appliquée

Investigation phytochimique et étude -in vitro- de activité anti-
oxydante, I’activité antimicrobienne et I’activité anti-inflammatoire de la
plante médicinale récoltée dans la région —Khenchela-(Ephedra

alata,alanda)

La présente étude visait a étudier 1’effet de différents solvants a savoir I’méthanol, 1’éthanol
et I’eau sur les propriétés phytochimique, antibactérienne, antioxydant et anti-inflammatoire
de I’Ephedra alata,alanda.

L’étude phytochimique a permis d’isoler les principaux métabolites notamment ceux
majoritaires, les flavonoides, les alcaloides et les tanins.

Les résultats de 1’activité anti-inflammatoire obtenus via I’évaluation in vitro de
pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines montrent que les extraits ont une
activité anti-inflammatoire remarquable.

Les tests de [D’activit¢ antimicrobienne ont permis d’évaluer la puissance
antibactérienne.L’effet bactéricide varie selon la nature de la souche et de la substance testée.

L’activité anti radicalaire a montré que pouvoir antioxydant est en fonction du

solvant utilisé dans la macération de la plante étudiée.

Mots clés : Ephedra alata,alanda, solvant, screening, antioxydant, antibactérienne, anti-

inflammatoire.
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