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Introduction

Les plantes ont depuis longtemps présenté un role trés important pour
I'humanité, car elles peuvent synthétiser un grand nombre de molécules organiques
complexes dotées souvent d'activités biologiques potentielles. Elles constituent des
merveilleuses usines végétales qui nous donnent la joie de guérir par un geste

thérapeutique [01].

Jusqu'a aujourdhui, l'usage populaire des plantes reste d'une grande
importance. D'aprés les données fournies par I'OMS (Organisation Mondiale de la
Santé), 80% de la population mondiale traitent leurs probléemes de santé par des
remedes traditionnels, d'une part parce qu'elles n'ont souvent pas acces aux
médicaments prescrits par la médecine moderne et, d'autre part, parce que ces plantes
ont souvent une réelle efficacité [02] . La majorité des médicaments actuels, sont
d'origine végétale ou fabriqués a partir de leurs modéles (synthése ou hémi synthése
chimique des principes actifs). La médecine par les plantes est donc devenue une

grande science, dans laquelle on part de la plante vers le principe actif [03].

En Algérie, les plantes sont utilisées depuis longtemps et leur utilisation
s’inspire d’expériences des populations ainsi que de la médecine arabe classique.
Cependant, cette utilisation ne suit pas des régles précises et ne tient pas compte des

nouvelles nécessitées de la thérapeutique actuelle [04].

C’est dans ce but s’inscris notre travail qui consiste a évaluer ’activité
antibactérienne et antioxydante des extraits de l..., connu en Algérie sous le nom de
El Alalanda, cette plante est utilisée en médecine traditionnelle algérienne commeun

agent anticancereux, anti-inflammatoire et méme .
Nous avons organisé nos travaux en trois chapitres :

» Le chapitre | est consacré a une introduction sur la photochimie et les plantes
médicinales.

» Le chapitre II traite de 1’étude ethnobotanique de 1’éphédra ainsi que leur utilisation
dans la médecine traditionnelle dans la région de khenchela (est de I’ Algérie).

» Le chapitre Il qui contient la partie expérimentale traite la phytochimie ainsi que
les tests biologiques sur la plante étudiée.

» Enfin, une conclusion générale qui portera sur une lecture attentive des différents

résultats obtenus.
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Cette premiere partie bibliographique contient un apercu sur la phytothérapie
et ses avantages, ensuite nous avons mentionné des définitions des plantes médicinale
et les médicaments a base des plantes En se basant beaucoup plus sur les métabolites

secondaires des plantes médicinales.



Chapitre I : les plantes médicinales

I.1. La phytothérapie

La phytothérapie (du grec « phytos » = plante, et « therapiea » = thérapie) est
’art de soigner par les plantes [05,06].

La phytothérapie est l'une des plus vieilles médecines du monde. Elle
représente une alternative intéressante pour traiter et soigner sans créer de nouvelles
maladies. Malgré le développement phénoménal de I’industrie pharmaceutique et

chimique, I’intérét populaire pour la phytothérapie n’a jamais cessé d’évoluer [07].

Environ 80% de la population mondiale profite des apports de la médecine
traditionnelle a base des plantes reconnaissant ainsi les savoirs empiriques de nos

ancétres [08].
I.1.1. L’importance de la phytothérapie

Malgré les énormes progrés réalisés par la médecine moderne, la
phytothérapie offre de multiples avantages. N'oublions pas que de tout temps a
I'exception de ces cent derniéres Années, les hommes n'ont pas eu que les plantes
pour se soigner, qu'il s'agisse de maladies bénignes, rhume ou toux ou plus serieuses,

telles que la tuberculose ou la malaria.

Aujourd'hui, les traitements a base des plantes reviennent au premier plan, car
I'efficacité des médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution
quasi universelle aux infections graves) décroit, les bactéries et les virus se sont peu a

peu adaptés aux medicaments et leur résistent de plus en plus.

La phytothérapie qui repose sur des remedes naturels est bien acceptée par
I'organisme, et souvent associée aux traitements classiques. Elle connait de nos jours
un renouveau exceptionnel en occident, spécialement dans le traitement des maladies

chroniques comme l'asthme ou l'arthrite [09].



Chapitre I : les plantes médicinales

1.2. Les plantes médicinales

1.2.1. Définitions
1.2.1.1. Définition médicale

Ce sont des plantes inscrit a la pharmacopée, et qui sont considéré comme des
médicaments, leur vente est exclusivement réservé aux pharmaciens, et aux
herboristes & I'exception de 34 d'entre elles qui sont en vente libre par dérogation
qu'est correspondre souvent aux plantes aromatique utiliser dans la préparation

culinaires ex antiseptique, antigrippale. etc ... [10].
1.2.1.2. Définition chimique

Les plantes médicinales sont des plantes possédant des molécules a I’intérieur
de leur organe (feuil, fleures. .etc.) et pouvant selon des technique chimique
(extraction, distillation) permettent a I’isolation des principes e€léments actifs (huiles,

alcool) pour des buts thérapeutiques [11].
1.2.2. Les medicaments a base de plantes

Les médicaments a base de plantes (phytomedicaments) sont définis comme «
tout médicament a usage humain dont les substances actives sont exclusivement une
ou plusieurs substances végetales ou préparation a base de plantes ou une association

d’une ou de plusieurs substances végétales ou préparation a base de plante » [12].
1.2.3. Les drogues végétales

La IVeme édition de la Pharmacopée européenne nous donne une définition
précise des drogues végétales : "Les drogues végétales sont essentiellement des
plantes, parties de plantes ou algues, champignons, lichens, entiers, fragmentés ou
coupés, utilisés en 1’¢tat, soit le plus souvent sous forme desséchée, soit a 1’état frais.
Certains exsudats n’ayant pas subi de traitements spécifiques sont également
considérés comme des drogues végétales. Les drogues vegétales doivent étre définies
avec précision par la dénomination scientifique universelle selon le systéeme
binominal [13].



Chapitre I : les plantes médicinales

1.2.4. Notion de totum

Le totum se définit comme I'extraction de I'ensemble de composants de la
plante médicinale [14]. Le terme totum désigne I’ensemble des constituants de plante
supposes actifs, agissant en synergie et par complémentarité pour moduler, modérer ou

renforcer ’activité de la drogue végétale [15].

1.2.4.1. Les avantages

A l'exception du siécle passé, les hommes n'ont eu que les plantes pour se
soigner, qu'il s'agisse de maladies bénignes, rhume ou toux, ou plus sérieuses, telles que
la tuberculose ou malaria. Aujourd'hui, les traitements a base de plantes reviennent au
premier plan, car l'efficacité des médicaments tels que les antibiotiques décroit. Les
bactéries et virus sont adapteés aux médicaments et devenus resistants [16].C'est pour
cette raison que l'absinthe chinoise Artemisia annua est utilisée a nouveau, pour soigner
la malaria lorsque les protozoaires responsables de la maladie résistent aux
médicaments. On estime que 10 a 20% des hospitalisations sont dues aux effets
secondaires des medicaments chimiques [09].

1.2.4.2. Les inconvénients

Le manque des preuves scientifiques n'est pas en faveur de I'efficacité de
phytothérapie, la plupart des déclarations concernant les effets thérapeutiques sont faits
par des praticiens eux-mémes. Beaucoup dentre eux n'ont pas été Vvérifies
scientifiquement. Le diagnostique souvent imprécis, le moyen de diagnostic connu est
I'odorat, apparition des symptémes, testes d'efficacité non connus, interrogations des
esprits et ancétres chez certaines religions. Ainsi que, le dosage des produits est

arbitraire et imprécis. De méme les méthodes de préparation sont non hygiéniques [17].
1.3. Les substances actives des plantes

Les métabolites végétaux peuvent étre classés en deux catégories les

métabolites primaires et les métabolites secondaires [18].

%+ Les métabolites primaires

Tels que les glucides, les acides amines, les protéines et les lipides, sont les
acteurs des réactions nécessaires a la vie des végétaux : photosynthése, respiration, et
absorption des nutriments [19].
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«» Les métabolites secondaires

Les plantes contiennent des métabolites secondaires peuvent étre considérées
comme des substances indirectement essentiels a la vie des plantes par contre aux
métabolites primaires qu’ils sont les principales dans le développement et la
croissance de la plante, les métabolites secondaires participent a I’adaptation de la
plante avec I’environnement, ainsi a la tolérance contre les chocs (lumiere UV, les

insectes nocifs, variation de la température ...) [20].

Les métabolites secondaires sont classées en trois grands groupes : les
composés phénoliques, les terpénoides et les stéroides ; les alcaloides. Chacune de
ces classes renferme une trés grande diversité de composés qui possedent une tres

large gamme d’activités en biologie humaine [21].
Nous allons étudier successivement ces trois groupes [22].

1.3.1. Les composés phénoliques

Ce sont des dérivés non azotés dont le ou les cycles aromatiques sont issus de

deux grandes voies métaboliques : la voie du shikimate et celle de 1’acétate [23].

» Plus de 8000 structures ont été identifiées a partir de simples molécules comme les
acides phenoliques, jusqu'aux les substances hautement polymérisées comme les
tanins [24].

> Les polyphénols peuvent se regrouper en deux grands groupes ; les non flavonoides
dont les principaux composés sont les acides phénoliques, stilbénes, lignanes,
lignines et coumarines, et les flavonoides dont on caractérise principalement les
flavones, flavanones, flavonols, isoflavonones, anthocyanines, proanthocyanidines et
flavanols [25] .

> Les plus intéressants en phytothérapie sont les acides phénols, les anthocyanes, les

flavonoides, les tanins, les lignanes et les coumarines [26].

1.3.1.1. Les non flavonoides

Ce groupe comprend plusieurs composés parmi lesquels on distingue les

acides phénoliques, les stilbénes, les lignanes, les coumarines et le les xanthones.
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1.3.1.1.1. Les acides phénoliques

Les phénols ou les acides phénoliques sont des petites molécules constituées

d'un noyau benzénique et au moins d'un groupe hydroxyle [27].

s Propriétés
Ces phénols sont solubles dans les solvants polaires, leur biosynthese dérive

de I'acide benzoique et de I'acide cinnamique [27].

¢ L’intérét thérapeutique
Les phénols possédent des activités anti-inflammatoires, antiseptiques et

analgésiques (médicament d'aspirine dérivée de l'acide salicylique) [09].
» Exemples de plantes [19].

e Saule blanc

e Busserole

1.3.1.1.2. Les stilbénes
Les stilbénes se trouvent en petites quantités dans l'alimentation humaine,
parmi ces composes on trouve le resveratrol qui est un anticancéreux présent dans

certaines plantes médicinales, I'exemple le trans-resveratrol [28].

1.3.1.1.3. Les lignanes et les lignines

Les monolignols sont les dérivés de l'acide cinnamique, ils servent de
précurseurs pour les composes de types phénylpropanoides tels que les lignanes et les

lignines.

Les lignines constituent une classe importante de produits naturels dans le
regne végétal et seraient formées par polymérisation oxydative de monolignols

(monomeres) qui sont les alcools p-coumarique, coniférique et sinapique [29].
» Effets thérapeutiques majeurs de Lignanes [19].

= Phytoestrogenes
= Antinéoplasiques

= Toxicité faible
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1.3.1.1.4. Les coumarines

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de
base le benzo-2- pyrone . Ils ont été isolés pour la premiére fois par Vogel en 1820
dans le Coumarouna odorata. Aujourd'hui, prés de 1000 composés coumariniques

sont isolés dans plus de 800 espéces de plantes et dans les microorganismes [29].
» Effets thérapeutiques majeur

Les plantes a coumarines sont surtout utilisées pour leur propriétés : anti-
inflammatoires a tropisme vasculaire, souvent antiagrégants plaquettaires et stimulantes

du drainage lymphatique [19].
» Exemples de plantes

Les plantes médicinale & coumarines sont le mélilot (Melilotus officinalis) et le

marronnier d’Inde [19].

1.3.1.1.5. Les xanthones

C'est une famille constituee des composés polyphénoliques généralement

isolés dans les plantes supérieures et dans les microorganismes [29].

1.3.1.2. Les flavonoides

Le terme flavonoide signifie jaune en latin (= flavus en latin) [30], il désigne
une tres large gamme de composés naturels appartenant a la famille des polyphénols
[31].

Les flavonoides sont constitués de deux cycles aromatiques réunis par 3
carbones. Ce sont des pigments végétaux hydrosolubles responsables de la couleur

des fleurs, des fruits et des feuilles [32].

Les flavonoides se répartissent en fonction de la structure de molécules. En
effet, plus de 6400 structures ont été identifiées, les plus importantes sont les
flavones, isoflavandiols, flavanols, flavondiols, aurones, chalcones, anthocyanins
[33].
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» Effets thérapeutiques majeur

Les propriétés des flavonoides sont extrémement diverses : anti-
inflammatoires, antibactériennes, antihelminthiques, antivirales, hépatoprotectrices,

vasoprotectrices, anti-thrombiques et antinéoplasiques [34].

Aucune toxicit¢ des flavonoides n’est rapportée, notamment grace a leur

courte demi-vie [35].
» Exemples de plantes

Les plantes médicinales riches en flavonoides sont le souci (Calendula
officinalis), le ginkgo (Ginkgo biloba), la réglisse (Glycyrrhiza glabra), le chardon-
Marie (Silypbum marianum), la camomille sauvage (Matricaria recutita), I’orthosiphon
(Orthosiphon stamineus), la passiflore (Passiflora incarnata), et le romarin

(Rosmarinus officinalis) [36].
1.3.1.2.1. Les flavonoides au sens strict
Dans ce groupe on distingue les chalcones, les aurones, les flavones, les
flavanes, les flavanones, les flavanols, les flavonols et les flavanonols [36].

» Chalcones et dérivés

Les chalcones sont des flavanoides ne comportant pas d'hétérocycle C. Ils sont
prénylés le plus souvent sur le noyau A tandis que le noyau B reste peu ou pas
substitué [36].

> Aurones et dérivés

Les aurones sont des isomeres structuraux des flavones. lls ont une structure
proche mais différente de la plupart des autres flavonoides. Ces molécules dérivent de
la chalcone. En effet dans les cas des aurones, la chalcone se ferme en formant un
cycle a 5 atomes, alors qu'elle forme un cycle de 6 atomes pour les autres flavonoides
[36].

> Flavones et flavanones

Les flavones comme tous les flavonoides ont une structure C6-C3-C6 avec en

C3 l'apparition d'un hétérocycle porteur d'un groupement carbonyle et dune
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insaturation. Les flavanones ont une structure similaire a celle des flavones mais ne

possedent pas d'insaturation au niveau de I'hétérocycle [36].
e Les flavones ce treuvent dans : Persil, céleri, thym, romarin, peau des fruits [37].

e Les flavanones ce treuvent dans : Graines de soja et produits qui en dérivent Fruit

de genre citrus [37].

s Les flavonols et les flavanonols correspondent aux dérivés hydroxylés des
flavones et des flavanones.

% Les flavanones et les flavononols dérivés sont les flavonoides responsables de la
saveur amere de certaines pamplemousses, des citrons, des oranges.

«» Les flavanes sont des dérivés saturés et non carbonylés des flavones, ils sont
caractérisés par la présence d'une double prenylation du noyau A (cyclisée et linéaire) et

d'un pont époxy reliant les carbones 4 et 6' du noyau B [36].
1.3.1.2.2. Les isoflavonoides
Les iso flavonoides constituent une grande et trés diversifiée sous classe des

flavonoides. Ils dérivent d'une structure 1,2-diphénylpropane.

IIs peuvent étre classés en une douzaine de catégories structurales: 3-
rylcoumarines, coumaronochromones, coumestanes, isoflavanes, isoflavénes,
isoflavones, roténoides, ptérocarpanes. Ces catégories difféerent entre elles, par le

degré d'oxydation et I'existence ou non d'hétérocycles supplémentaires [36].

1.3.1.2.3. Les anthocyanes
Les anthocyanes sont des pigments responsables de la coloration bleue, rouge,
violette, rose ou pourpre des fleurs et des fruits [35].

»  Effets thérapeutiques majeur

Ils possédent des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes, et
vasoprotectrices. En effet, ils diminuent la perméabilité des capillaires sanguins et

augmentent leurs résistances [35].
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»  Exemples de plantes

La feuille de vigne rouge (Vitis vinifera) et les fruits de la myrtille (Vaccinium

myrtillus) contiennent jusqu’a 0.3% d’anthocyanes [35].

1.3.1.2.3. Tanins

Les tanins sont des substances poly phénoliques de structures variées, ayant en
commun la proprié¢té de tanner la peau, c’est-a-dire de la rendre imputrescible. Ces
substances ont en effet la propriété de se combiner aux protéines, ce qui explique leur

pouvoir tannant [38].

Sur le plan chimique, deux catégories de tanins peuvent étre distinguées : les
tanins condensés (aussi appelés procyanidines) ; et les tanins hydrolysables (aussi

appelés flavanols) [35].

Ils possédent les mémes propriétés, mais les tanins hydrolysables sont moins

stables et potentiellement plus toxiques que les tanins condensés [35].

»  Effets thérapeutiques majeur
= Les tanins sont connus pour leurs propriétés astringentes et anti-sécrétoires, grace a
leur capacité a se lier indifféremment aux protéines.
= Autres propriétés : antiseptiques, anti-inflammatoires, antibactériennes, virucides et
antifongiques.
= |ls sont aussi utilisés lors de lésions de dermatite atopique, de diarrhée, et
d’hémorragies cutanées ou digestives [33,35].

> Effets indésirables

= Les tanins peuvent provoquer des nausées, de la constipation, et a forte dose ils sont

hépatotoxiques.
= || convient de ne pas les administrer simultanément a un autre traitement car ils

risqueraient d’en limiter I’absorption et I’activité.

»  Exemples de plantes

= Les plantes médicinales riches en tanins sont la reine des prés (Filipendula ulmaria),

le cassis (Ribes nigrum), et la myrtille (Vaccinium myrtillus) [35].

10
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1.3. 2. Les alcaloides

Ce sont des substances organiques azotées d'origine végétale, de caractére
alcalin et de structure complexe (noyau hétérocyclique), on les trouve dans plusieurs
familles des plantes, la plupart des alcaloides sont solubles dans I'eau et l'alcool et ont

un gout amer et certains sont fortement toxiques [27].

Certains alcaloides sont utilisés comme moyen de défense contre les infections
microbiennes (nicotine, caféine, morphine, lupinine) [39] .Des anticancéreuses

(vincristine et la vinblastine) [09] .

1.3.2.1. Nomenclature

Dans ce groupe de composés, la nomenclature systématique est peu utilisée.
L'utilisation des noms triviaux est dominante. Ce dernier, se termine typiquement par
"ine"[40] ; il derive du nom du genre ou de l'espece, du nom vulgaire, de I'effet
physiologique, de I'aspect physique de l'alcaloide ou du nom de celui qui I’a

découvert [41].

1.3.2.2. Classification selon leur structure chimique

On peut diviser les alcaloides en plusieurs groupes

a) des phénylalanines: capsaicine du piment, colchicine du colchique.

b) des alcaloides isoquinoléiques : morphine, éthylmorphine, codéine et papavérine
contenues dans l'opium du pavot; et des alcaloides indoliques: ergométrine,
ergotamine, ergotoxine de l'ergot des céréales.

c) des alcaloides quinoléiques: tige feuillée de la rue commune.

d) des alcaloides pyridiniques et pipéridiniques : ricinine du ricin, trigonelline du
fenugrec,conine (poison violent) de la cigué.

e) des alcaloides dérivés du tropane : scopolamine et atropine de la belladone.

f) des alcaloides stéroides: racine de vératre, douce-amere ou aconite (aconitine) [42].

11
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1.3.2.3. Structure chimique des alcaloides
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Figure I-1 : Structure chimique des alcaloides [43].

1.3.2.4. Propriétés physico-chimiques

Les alcaloides se caractérisent principalement par:

» Masse moléculaire variant de 100 a 900 Dalton.

» La quasi-totalité des structures connues comprenant dans leur formule de I'oxygéne,
sont des solides cristallisables, rarement colorés. Les autres, non oxygénés, sont

liquides a la température ordinaire.

» Presque toujours capables de dévier la lumiére polarisée.

> Les bases sont tres peu ou insolubles dans l'eau, solubles dans les solvants

organiques apolaires et dans les alcools a titre élevé.

» La basicité est un caractére tres variable, elle dépend de la disponibilité du doublet
libre de l'azote. Des groupements électro-attracteurs adjacents a l'atome d'azote
diminuent la basicité alors que des groupements électro-donneurs I'exaltent.

> La basicité des alcaloides permet la formation des sels avec des acides minéraux ou

organiques, et qui sont plus stables a la chaleur, la lumiere et a I'oxygéne que les

formes de bases libres.

12
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» Grace a la capacité qu'ont les alcaloides de se combiner avec des métaux et des
métalloides, la caractérisation des alcaloides est possible avec des réactions de

précipitation par des réactifs généraux des alcaloides [26].

1.3.2.5. Extraction des alcaloides

La méthode d'extraction préférentiellement employée pour I'extraction des
alcaloides est celle qui se déroule dans un milieu alcalin, appelée aussi la méthode

(Stas—Otto) [26]. Les étapes suivies sont citées ci-dessous:

¢ la plante réduite en poudre est délipidée par macération dans de I’éther de pétrole a

température ambiante pendant 24h.

+ |e marc est humecté avec NH4OH 5% aussi pendant 24h a température ambiante.
L'addition de la base a pour but de déplacer les alcaloides de leurs combinaisons
salines, les bases alcaloidiques ainsi libérées peuvent étre extraites par un solvant

organique.

+ |es alcaloides sont extraits a chaud sous reflux au Soxhlet par le dichlorométhane (5

cycles).
+ concentration de la phase organique sous pression réduite.

¢ extraction liquide-liquide avec de 1'eau acidulée (H2SO4 a 2%) jusqu’a épuisement

total. L'épuisement est vérifié par le réactif de Mayer.
+ ajustement du pH de la phase aqueuse a 9 avec de 'NH4OH.
¢ extraction liquide-liquide par le DCM jusqu’a épuisement total.

+ les fractions organiques sont récupérées dans un erlenmeyer, déshydratées avec du

sulfate de sodium anhydre puis filtrées.

+ @vaporation de la phase organique sous pression réduite a 40 °C et récupération des

alcaloides basiques totaux.

1.3.3. Les terpenes et stéroides

Les terpenoides sont une vaste famille de composés naturels pres de 15000 de
molécules différentes et de caractére généralement lipophiles, leurs grandes diversités

due au nombre de base qui constituent la chaine principal de formule (C5H8) n selon

13
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la variation de nombre n, dont les composés monoterpénes, sesquiterpénes,

diterpenes, triterpénes, ... [27].

Ces molécules présentent en forme des huiles essentielles, parfums et godt des
plants, pigments (caroténe), hormones (acide abscissique), des stérols (cholestérol)
[39].

Les stéroides sont des triterpénes tétracycliques, possedent moins de 30

atomes de carbone, synthétisés a partir d'un triterpéne acyclique [39].

1.3.3.1. Les saponosides

Le terme saponosides est dérivé de mot savon, sont des terpenes glycoslysés
comme ils peuvent aussi se trouve sous forme aglycones, ils ont un goQt amer et acre
[39].

Les saponosides sont une classe d'hétérosides tres répandue chez les plantes et
les animaux marins. Ce sont des glycosides stéroidiques ou triterpéniques qui ont la
propriété de former des solutions moussantes en présence d'eau et de précipiter le
cholestérol [44].

1.3.3.1.1. Constitution chimique et structure

L'hydrolyse d'une saponine. par l'action d'un acide ou d'enzyme. produit un
sucre ou plusieurs (dont souvent le glucose) et un aglycone nommé sapogénine selon
que cette derniére étant, soit un triterpéne, soit un stéroide. On distingue les saponines
triterpénes et les saponines stéroidiques, certains auteurs distinguent une troisieme
catégorie de saponines celles des amines stéroidiques qui sont traitées par d'autres

comme des alcaloides stéroidiques [45].

1.3.3.2. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges de composés aromatiques des
plantes [46], sont des molécules a noyau aromatique et caractére volatil offrant a la
plante une odeur caractéristique et on les trouve dans les organes sécréteurs [09].
Jouent un role de protection des plantes contre un exces de lumiere et attirer les

insectes Pollinisateurs [47].
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IIs sont utilisées pour soigner des maladies inflammatoires telles que les
allergies, eczéma, favorise l'expulsion des gaz intestinales comme les fleurs frais ou

séchées de plante "Camomille” [09].

1.3.3.2.1. Composition chimique

Les huiles volatiles sont des mélanges tres complexes, les constituants sont
principalement des mono terpenes et des sesquiterpenes de formule générale (C5H8)
n.les composés oxygénés dérivés de ces hydrocarbures incluent des alcools, des
aldéhydes, des esters, des éthers, des cétones, des phénols et des oxydes. On estime
qu'il y a plus de 1000 mono terpenes et 3000 de structures sesquiterpénes. D'autres
composés incluent des phenylpropanes et des composés spécifiques contenant le

soufre ou l'azote [48].

1.3.3.2.2. Extraction des huiles essentielles

La distillation est un procédé de séparation basé sur la différence de
composition entre un liquide et la vapeur engendrée. La technique implique la
condensation de la vapeur et la récupération des fractions liquides résultantes. On
parle de distillation simple ou fractionnée lorsqu’il s’agit de liquides miscibles. On
peut également procéder a la distillation de liquides non miscibles. C’est le cas de

I’hydrodistillation des huiles essentielles [49].
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Le Chapitre Il, contient un bref apercu sur la plantes utilisée (I’éphédra
sinica) nous avons sélectionnée sa zone de présence (mondiale, locale), le caractére
botanique et systématique de la plante, nous décrivant aussi leurs propriété et mode

d’usage traditionnelle.
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I1.1. Geénéralités sur la plante

11.1.1. Genre Ephédra

L'origine de I'Ephédra a parfois été considérée comme ancienne [50], La
famille des Ephedraceae représentée par le seul genre Ephédra inclue environ 40 espéces
dans le monde [51]. Est représentée par des arbustes dioiques vivaces a rameaux articulés,
qui peuvent atteindre 1 a 3 métre de haut, avec de minces tiges dressées, verts jaunatres,
intersectées et légérement nervurées, a canalicules de 1,5 mm de diametre et qui se termine
par une pointe souvent acérée. Au niveau des noeuds, qui sont écarté de 4 & 6 cm, les feuilles
réduites en écailles apparaissent triangulaires qui se développent en paires opposées ou en

verticilles de trois, donnant a la plante I’aspect d’un arbuste sans feuille. De petites fleurs

apparaissent en été [52, 53,54].
11.1.1.1. Zone de présence
a) Dans le monde

Les especes de ce genre peuvent pousser dans des conditions semi-arides et
désertiques, ce qui rend les six continents appropriés pour la croissance de ce genre.
Ce dernier se développe habituellement dans des sols sableux, des pentes seches et
des c6tés secs de montagnes [52], et qui poussent surtout dans la Chine, I'Inde,

I'Egypte, le Moyen-Orient, en Europe et dans les Amériques [55].

Sites de
répartition des
espéces du genre

B O
& f a
T\ S

Tl s |

Figure 11-1: Répartition géographique de I'Ephédra dans le monde [57].

16



Chapitre 11 : Apercu sur la plante Ephédra Sinica

b) Le monde arabe

L'espéce Ephédra sinica est une plante médicinale appartenant au genre
Ephédra originaire d'Asie, y compris I'Arabie Saoudite [56]. Elle est commune dans
le Sahara du Maroc a la Libye jusqu'a I'Egypte et I'Arabie Saoudite [53].

c) L’Algérie

En Algérie, I’éphédra se trouve dans le Sahara septentrional et occidental au
niveau des terrains sableux, des regs et les lits sablonneux des oueds. Elle est méme

rencontrée dans le sable de I'étage tropical et la Hamada de Tinghert (Wilaya d’Illizi)
[53].

d) Notre région la wilaya de khenchela

L’éphédra est une plante vivace qui grandit dans les collines de montagne et
terres non agricoles et sur les banques des vallées séches dans la région de Chechar

(Tabergda, Siaire, Djalal, Chehada, khirane , Désert EI mamcha , Village Nasseh et
Henchir ...).

Figure 11-2: Carte géographique représente le site de wilaya de khenchela
dans I’ Algérie.
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11.1.2. Sous espece Ephédra Sinica

11.1.2.1. Noms vernaculaires

Tableau I1-1 : Noms vernaculaires de sous espéce éphédra sinica.

Nom local Algérie Alenda, Azrembﬁrzoum ,Belbal [58], Antarth, Arsaste ,
aneb El Khayl , Azouw
Nom en arabe Alenda
Nom francais Ephédra raisin de mer
Nom anglais Ephédra
Famille Ephedracees
Constituants Alcaloides, éphédrine
Partie utilisées Partie aériennes

11.1.2.2. Systématique de la plante

Embranchement : Spermaphytes.
Sous embranchement: Gymnospermes.
Classe : Gnetopsida.
Ordre : Ephedrales.
Famille : Ephedraceae.
Genre : Ephedra.
Espece : Ephedra sinica [53].
11.1.2.3. Caracteres Botaniques

Ephédra_distachya, E. sinica, E. equisetina, E. intermedia (ces plantes sont
toutes de proches cousins). L'éphédra est un arbuste de 50 cm a 1 métre de hauteur.
Les tiges fortes, fines, cylindriques et ramifiées conférent un aspect touffu, vert
glauque. Elles supportent des feuilles opposées, longues, brunes, mortes et
membraneuses sur les pieds agés. C'est un arbrisseau trapu et dioique (il y a des males
et des femelles) [59].
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Figure 11-3: Ephédra sinica (Chechar "février 2017") (originale).

A chaque ramification, il présente une gaine (feuille modifiée) de forme
allongée et bilobée. Les fleurs sont de couleur jaune et les fruits rouges sont des
akenes (un fruit a graine unique) qui ressemblent a des baies ou a des grains de
raisins. Certaines especes d'éphédra ne contiennent pas d'éphédrine, la substance
active que contient I'éphédra sinica et ses cousins. Elle préfére les sols sablonneux
[59].Elle présente un systéme de racines latérales extrémement puissant.

11.1.2.4. Principaux Constituants
* Alcaloides (ephednne, pseudoephednne).
* Flavone.
* Tanins.
* Sapomne.
* Huile essentielle [09].

Deux constituants principaux font de I'éphédra une plante trés prisée en
phytothérapie : L'éphédrine et la pseudo- éphédrine. Ces deux substances sont des
alcaloides qui stimulent le systéme nerveux central. L'éphédrine est une substance
proche de l'adrénaline, aux effets moins puissants mais dont la durée d'action est bien
plus durable [59].
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I1.1.2.4. 1. Propriété de I’éphédrine

Les études effectuées ont montré que I'éphédrine contenue dans la tige présente
d'intéressantes propriétés. Elle favorise la lipolyse, entrainant une fonte du tissu adipeux
mise a profit dans les régimes amincissants. De plus, elle augmente le métabolisme de

base, forcant ainsi I'organisme a briler plus de calories [59].

Elle est utilisée comme dilatatrice des bronches et permet un traitement
approprié de l'asthme et des bronchites chroniques. L'éphédrine a une action
vasoconstrictrice, décongestionnante et anti-inflammatoire de la muqueuse nasale. Elle
diminue les sécrétions et supprime la sensation désagréable du "nez bouché" au cours

des rhinites, les rhumes des foins et les sinusites [59].
11.1.2.5. La propagation et récolter de I'éphédra

Elle se propage grace aux graines a partir de l'automne, ou par division des
racines au printemps ou en automne. Elle pousse principalement dans les zones
désertiques et nécessite un sol sec [60] .La récolte des tiges a usage meédicinal est
effectuée a la fin de l'automne, avant les premiers gels, car la récolte est meilleure

lorsqu'elle est la plus tardive possible [61].
11.1.2.6. Conservation et stockage

Les plantes medicinales sont conservées a l'abri de la lumiére, air et au sec dans
des récipients en porcelaine, faience ou verre teinté, boites sec en fer blanc, sacs en
papier ou des caisses. Cette technique est nécessaire pour les plantes qui subissent des
transformations chimiques sous l'influence des ultraviolets. Les plantes riches en
produits volatiles et qui s'oxydent rapidement sont conservées dans un milieu étanche
[62,63].

11.1.2.7. Usages traditionnels et courants
» Meédecine chinoise

Les utilisations actuelles de I'éphédra en Chine sont tres semblables a celles
d'autrefois. La plante est consommée pour soulager les rhumes, la fiévre, la toux et
une respiration sifflante. Elle est également consommée sous forme de poudre, en
combinaison avec la Rehmannia (Rhemannia glutinosa) afin de traiter les déficiences
des reins [60].

20



Chapitre 11 : Apercu sur la plante Ephédra Sinica

» Usages courants en Occident

L’éphédra est utilisée en décoction pour soulager les rhumatismes, I'asthme,
le rhume des foins, soigner la grippe, pour augmenter la pression artérielle et pour

initier les menstruations [60].

» Usages quand les arabes

e En Egypte, I'éphédra est utilisée en médecine traditionnelle comme dépurative,
hypotensive, antiasthmatique et agent astringent [64].

e En Arabie Saoudite, Ephédra est I'une des plantes de parcours les plus répandues.
Elle a été utilisée comme paturage pour de nombreux animaux attirés par son aréme
acceptable [56].

e Au Maroc, I’Ephédra est utilisée pour lutter contre le diabete [65].

» Utilisation thérapeutique dans notre région

En Algérie est beaucoup utilisée en médecine traditionnelle pour traiter
différentes maladies telle que la grippe, la coqueluche et la faiblesse générale en
tisane et par inhalation ainsi que sous forme de gouttes nasales contre les rhumes
[66]. Le diabéte. Surtout dans les traitements des cancers (Cancer du sein, cbélon et

du rectum, la prostate, la thyroide et du foie).
11.1.2.8. Formes d’utilisations et posologies
% Dans la médecine traditionnelle

Les organes utilisés dans la médecine traditionnelle sont les tiges vertes
sécheées, qui sont usuellement bouillies dans de I’eau pendant environ trente minutes

et administrées comme thé chaud [54].

s Dans la région de khenchela

Faire bouillir a peu prés 200 g de la plante éphédra (Tiges séchées) dans une
grande casserole qui contient 4 litres d’eau, Il faut couvrir bien la casserole pour éviter
I'évaporation de l'eau, en premier moment il faut chauffer le mélange jusqu’ a qu’elle
commence a bouillir aprées, il faut diminuer le feu completement et laisser bouillir
pendant 2 heures. Ensuite le filtrer et verser dans des bouteilles et gardés au

réfrigérateur ce melange pour une utilisation par semaine.
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Dosage : consommation a jeun et la méme quantité avant de se coucher, aprés
une semaine d’utilisation devient un quantum tasse le matin, tasse midi et un autre la

soirée (méme mode d’emploi) et ajouter le miel.

11.1.2.9. Toxicité

Un traitement prolongé peut provoquer une accoutumance, angoisse,
tremblements et insomnie. A forte dose (10-15 g pour une tasse), I'éphédra risque des

agitations fortes, tellement I'effet sera stimulant et I'intoxication peut étre létale [59].
¢ Les signes d'intoxication

e Des vomissements, des céphalées accompagneées de sueurs et des coliques.
+ Contre-indications

e L'insuffisance coronaire, glaucome et hypertension.

e Attention aux interactions médicamenteuses avec les antidépresseurs.
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Enfin, la partie expérimentale qui représente le fruit de notre travail, tout

d’abord nous avons déterminé les différents extraits par I’extraction de la plante on

utilise comme technique la macération, ensuite on mettre en évidence ces différents

extraits en testant leur activité antibactérienne et antioxydant.
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111.1. Matériels et méthodes

Notre travail expérimental a été effectué au laboratoire de recherche de
chimie et microbiologie de faculté des sciences de la nature et de la vie, Université

Abbés Laghrour — Khenchela, Pendant une durée de six semaines (avril / mai 2017).
111.1.1. Matériel végétale
111.1.1.1. Récolte

Les parties aériennes de I’éphédra sinica a été récolté au niveau de la région

de Chechar , située a environ 50 km de la ville de khenchela au 03/02/2017.

Figure I111.1-1: Carte géographique représente la localisation d'obtention de
plante Ephédra sinica (Chechar - khenchela).

111.1.1.2. Séchage

Le séchage a I'ombre est indiqué pour les feuilles et fleurs, car les feuilles
vertes séchées au soleil jaunissent, les pétales de fleurs perdent leurs couleurs vives,
ce qui peut altérer les proprietés médicinales de ces produits [63]. Lorsque les
matieres végétales médicinales sont préparées pour étre utilisées a 1’état sec, leur
teneur en eau doit étre réduite au minimum afin de limiter les dégats dus aux

moisissures et autres agents microbiens [67].
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Les parties aériennes de la plante lavée puis séchées a 1’ombre a une
température  ambiante .et cela pendant dix semaines a partir de la récolte
(03/02/2017) jusqu'a broyage (15/04/2017).

111.1.1.3. Broyage

Les parties aériennes de I'éphédra (feuilles, tiges) séchées, sont broyées a
I'aide d'un broyeur traditionnel (Mehras), jusqu’a obtenir une poudre trés fine puis en
passant la poudre a travers une passoire fine et mis dans des bocaux hermétiques et

conservés a sec (température ambiante) a I'abri de I'numidité.

111.1.2. Méthode d’extraction solide / liquide

L’extraction solide-liquide est une opération de transfert de matiére entre une phase
qui contient la matiére a extraire «solide», et un solvant d’extraction «liquide». Le but de
cette opération est d’extraire et de séparer un ou plusieurs composants mélangés a un solide

dans un solvant [68].
I11.1.2.1. Macération

La macération est une méthode qui consiste a laisser la poudre de plante en

contact prolongeé avec un solvant [69].

Le choix du solvant est orienté par les caractéristiques chimiques spécifiques
pour chaque famille de métabolites secondaires, généralement les solvants les plus
utilisés sont 1’éthanol, méthanol ou méme I’eau pour I’extraction des composés

polaires [70].
111.1.2.2. Matériels et produits
a) Matériels et appareillages

e Rota vapeur - Etuve - Balance
e Bécher - Erlenmeyer - Eprouvettes graduees - Cristallisoir — Entonnoir

e Pissette — Thermomeétre - Spatule - Papier filtre

b) Solvants utilisés

e Meéthanol
e FEthanol
e Acétone
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111.1.2.3. Mode opératoire

100g de la maticre végétale (I’éphédra sinica) est soumise a une extraction

par maceration dans le mélange :

1) Méthanol / H, O distillée (70% _ 30%: /VIV)
2) Ethanol /H,O0 distillée (70% _ 30%: V/V)
3) Acétone/ H,O0 distillée (70% _ 30%: V/V)
4) H,O0 distillée (100 % : V)

Chaque macération est répéter 3 fois avec renouvellement du solvant:

Tableau I11.1-1 : le volume total de chaque macération

Volume de solvant
Macération Durée Méthanol Ethanol | Acétone | Hz0 distillée
1ére 2h 350 ml 400 ml 350 ml 400 ml
péme 2h 250 ml 250 ml 250 ml 250 ml
géme 24h 250 ml 250 ml 250 ml 250 ml

Le volume total de ces macérations est filtré 3 fois :

» Filtration par un tissu fin.
» Filtration par un papier filtre.
» Filtration sous vide.
Les extraits sont évaporé dans un évaporateur rotatif a température approprié
pour chaque solvant (Tableau Ill-2) jusqu’a I’élimination totale du solvant Soit

(méthanol, éthanol, acétone ou H,O distillée).

Le résidu est repris puis séché a I’Etuve a une température 45 C°, et le résidu

obtenu est conservé par réfrigerateur.
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Tableau 111.1-2 : Température d'ébullition des solvants

Solvants Méthanol Ethanol Acétone H, 0 distillée

100 C°
T° @’ébullition 65 C° 78 C° 56 C°

111.1.2.4. Détermination de rendement

Le rendement est la quantité d’extraction obtenue a partir d’une maticre

végetale, il est exprimé en % par rapport a la matiere seche initialement utilisée [71].
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R : Le rendement en %.
P, : Poids du ballon aprés évaporation.
P, : Poids du ballon avant évaporation.

P3: Poids de la matiere végétale de départ.
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1909 [?e ,la Solvant 70% + 3 Macérations +
matiére végétale H,0 distillée 30% renouvellement du solvant

v

! v !

[ Méthanol ] [ Ethanol } [ Acétone } [HZO Distillée }

Filtration

Evaporé par s a1 o
. Evaporateur Séché a I’Etuve 45 °C ]_,[ Gratté le résidu }

Figure 111.1-2: Protocole d'extraction solide liquide.
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I11.1.3. Analyse qualitative des extraits de plante

111.1.3.1. Premiére Partie : Screening phytochimique
Le screening phytochimique est un ensemble des méthodes et techniques de
préparation et d'analyse des substances organiques naturelles de la plante.

Le but final de I'é¢tude des plantes médicinales est souvent d'isoler un ou
plusieurs constituants responsables de l'activité particuliére de la plante. De ce point
de vue, les techniques générales de screening phytochimique peuvent étre d'un grand
secours. Ces techniques permettent de détecter, dans la plante, la présence des
produits appartenant a des classes de composés ordinairement physiologiquement
actifs [72].

111.1.3.1.1. Matériels et produits

a) Matériels et appareillages

e Bain marin - Lampe UV - Balance - Vortex.

e Tubes a essais - Entonnoir - Verre de montre - Pipette - Papier filtre.
b) Produits Chimique

e HCI (2N)

e FeCl; 2%

e AlCI31%

e NaOH 10%

e NH,OH

e Réactif de Wagner

111.1.3.1.2. Mode opératoire

Le screening phytochimique nous permet de mettre en évidence la présence

de métabolites secondaires au niveau de la plante étudiée.
La détection de ces composés chimiques est basée sur :

> Des essais de solubilités des constituants.

» Des réactions de précipitation et de turbidite.
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» Changement de couleur spécifique.

» Un examen sous la lumiére ultraviolette.

« Teste des Tanins

Dans un tube a essai, introduire 0.5 g d’extrait a analyser et ajouter 2 ml d’une

solution Aqueuse de FeClza 2%.

L’apparition d’une coloration vert foncée indique la présence de tanins

cathéchiques ou bleu vert indique la présence des tanins galliques [73].

+»+ Teste des saponines

Dans un tube a essai, introduire 0.5 g de ’extrait a analyser, ajouter 3ml d’eau
Distillée, agiter avec le vortex pendant 15secondes et laisser le mélange au repos
pendant 15min. Une hauteur supérieure a 1 cm d’un mousse indique la présence de

saponines.

+» Teste des Flavonoides

Ajouter dans un tube a essai, 0.5 g d’extrait a tester, et 2 ml de d’AlCl; 1%

(Annexel). L’apparition d’une coloration rose ou rouge ou jaune prouve la présence des
flavonoides.

«» Teste des alcaloides

Dans un tube a essai placé 0.5 g de ’extrait a analyser, et Acidifier le milieu
par 5 ml de HCI (2N) (Annexel) apres incubation pendant 4 mn filtrer le mélange et
ajouter quelques gouttes de réactif de Wagner (Annexe 1). L’apparition d’un précipité

ou turbidité révele la présence d’alcaloides.

«» Teste des coumarines

Introduire 0.5 g d’extrait dans un tube, ajouter 2 ml de NaOH 10% (Annexe 1)
et incuber dans un bain marie 45 C° pendant 4 mn enlever et ajouter NH40OH ,
mélanger et observer sous UV a 366 nm. Une fluorescence intense indique la

présence des coumarines.
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111.1.3.2. Deuxieme Partie : Analyse chromatographique

La chromatographie est une méthode analytique largement utilisée pour la
séparation, identification et dosage des constituants chimiques dans des mélanges
complexes [69]. Cette technique repose principalement sur des phénomeénes
d'absorption et d'interaction. La phase mobile est un solvant ou un mélange de
solvants, qui progresse le long d'une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre
ou sur une feuille semi-rigide de matiére plastique ou aluminium. L’échantillon a
analyser doit se trouver dans un solvant volatil [74]. Aprés que I'échantillon ait été
déposé, les substances migrent par capillarité. La vitesse dépend des forces
électrostatiques retenant le composant sur la phase stationnaire et de sa solubilité dans
la phase mobile. Les composés se déplacent alternativement de la phase stationnaire a
la phase mobile. Les substances de faible polarité migrent plus rapidement que les

composants polaires [75].
111.1.3.2.1. Matériels et produits

a) Matériels et appareillages
e Lampe UV

e Cuve chromatographie

e Plagues CCM - Capillaire -Pince

b) Produits Chimiques
e Butanol
e Acide acetique
e H,O0distillée

111.1.3.2.2. Mode opératoire

La chromatographie se fera sur une plaque de silice et les systemes solvants
choisis (Tab I11-1) sont utilisés comme des éluant des phases stationnaires. Le choix

de systeme est basé sur ceux qui donnent les meilleures séparations (migrations).
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» Systémes utilisés

Tableau I11.1-3 : Les systemes utilisés pour les quatre extraits.

Systémes Solvants Volume (V/V)
BWA Butanol / Acide acétique / Eau Distillée 60 ml /15ml/15/ml
AW Acide acétique / Eau Distillée 15 ml /85 ml

» Préparation de la cuve

¢ Préparer le mélange de solvants qui constituera I’¢luant, puis en verser dans la
cuve a chromatographie afin d'obtenir une hauteur de liquide d'environ 1 cm.

+ Boucher la cuve afin d'éviter I'évaporation des solvants.
» Préparation de la plaque

« Eviter de la toucher avec les doigts.

¢ Tracer au crayon gris, & environ 1,5 cm du bord inférieur de la plaque, un trait
qui constitue la ligne de dép6t.

+ Le dépot est realisé linéairement de fagon ponctuelle avec une pipette capillaire.
La pipette doit étre posée perpendiculairement et prudemment sur la plaque pour ne
pas la gratter. Plusieurs dépbts sont réalisés du méme échantillon au méme endroit

pour obtenir les produits séparés en grande quantité.

> Développement des plaques

Chaque plaque est déposée en position verticale ou Iégérement inclinée dans la
cuve préalablement saturée par les vapeurs du systéme solvant approprié,
I’échantillon a étudier sera plus ou moins entrainé par la progression par capillarité de

la phase mobile vers le haut de la plaque [76].

» Révélation
La plaque est sechée a température ambiante, on examine les taches des

constituants sous lumiere UV a 365 nm et a 254 nm.
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Préparer le mélange Verser le mélange Découper la plaque
des solvants dans la cuve
v

Déposer les

Déposer la plagque e .
pen A plaq Réalisés plusieurs gouttelettes avec
position dépot un capillaire
verticale €pots P

L4
{ La phase mobile vers Examine I_qs taches
-L le haut de la plaque sous lumiére UV
v
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Figure 111.1-3: Protocole de chromatographie sur couche mince.
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I11.1.4. Les activités biologiques
111.1.4.1. Premiére Partie : L’activité antibactérienne
111.1.4.1.1. Les souches testées

Les souches bactériennes utilisées pour déceler 1’activité antibactérienne de

différents extraits de 1'éphédra il s’agit de :

¢ Staphylococcus aureus ATCC 25923
¢ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
¢ Escherichia coli ATCC 25922

Ces souches de collection internationale ATCC (American type culture
collection) provenant du laboratoire de bactériologie « clinique mezdaouet khenchela.

a) Escherichia coli

C’est une bactérie a Gram négatif, commensal du tube digestif de I’homme et
de I’animal [77], de forme non sporulée, de type aérobie 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, E. coli représente la bactérie la plus impliquée dans les infections aigues
d’appareil urinaire, elle provoque également les diarrhées d’été ,diarrhée infantile et les
intoxications alimentaires [78].

b) Staphylococcus aureus

Ce sont des cocci Gram positif avec un diamétre de 0,5 a 1,5 um, de forme
non sporulée, qui tendent a se grouper en paires, petites chaines, elles sont
habituellement non capsulée, ou possédant des capsules limitées, elles sont
anaérobies facultatives. Staphylococcus aureus représente 1’agent commun des
infections postopératoires de blessures, endocardite aigue, intoxication alimentaire
[79].

¢) Pseudomonas aeruginosa

Les especes P.aeruginosa sont des bacilles a Gram négatif, ces bactéries
finessont de 1.5 a 3 um de long et 0.5 a 0.8 um de large. Elles sont mobiles grace a

une ciliature de type polairemonotriche,[80].Pseudomonas aeruginosa est
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responsable de 16% des cas depneumonie nosocomiale, 12% des infections urinaires,

8 % des infections suites aux blessures chirurgicales [81].

111.1.4.1.2. Matériels et produits

a) Matériels et appareillages

e [L’étuve - Autoclave - Four pasteur
e Plaque chauffante - Bec benzene -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 sterile

b) Produits Chimique
e Miller Hinton
e Agar
e [’cau physiologie

111.1.4.1.3. Mode opératoire

L’évaluation de I’activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode de

diffusion de disque ou les disques sont imbibés de 10 ul de chaque extrait [82].
111.1.4.1.3.1. Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton
préparé comme suit Dissoudre 21 g de Muller-Hinton (Annexe 2) et 17 g de l'agar
dans un litre d’eau distillée. Faire bouillir avec agitation jusqu'a dissolution compléte,

puis auto-claver pendant 60 minutes a 121°C .
111.1.4.1.3.2. Préparation des dilutions des extraits

Les extraits de I'éphédra sinica ont été dissous par le solvant soit (méthanol ,
éthanol , acétone ou H,O distillée ) pour préparer les concentrations avec des
dilutions , sachant que la concentration de la solution mere de chaque extrait C=50
mg/1ml de solvant ,les dilutions de chaque extrait est placé dans des tubes a essais

jusqu'a I’utilisation.
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Dans des autres tubes préparé des nouveaux mélanges a partir de mélangé
chaque deux extrait mére (Méthanol+ Ethanol / Méthanol+ Acétone / Méthanol+H,0
distillée / Acétone +H,0 distillée / Acétone + Ethanol / Ethanol +H,0 distillée),

Ainsi, nous obtenons dix mélanges de méme concentration.
111.1.4.1.3.3. Stérilisation du matériel
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 2)
utilisés dans la préparation des solutions bactériennes, les disques en papier Wattman
(6 mm de diametre) et les embouts jaune enrobés dans du papier aluminium ont été

stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 60 minutes.
111.1.4.1.3.4. Préparation de I'inoculum

A partir d'une culture pure des bacteéries a tester sur milieu d'isolement, racler
Par une anse de platine, quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.
Décharger l'anse dans 5 ml d'eau physiologique stérile (Annexe 2) a 0.9 %, bien
homogénéiser la suspension bactérienne [83], Son opacité doit étre équivalente a 0,5
Mc Ferland [84].

111.1.4.1.3.5. 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.
111.1.4.1.3.6. Ensemencement

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

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

e L'essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de

le décharger au maximum.
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e Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas.
e 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 [83].
111.1.4.1.3.7. Dépbt des disques

Les disques sont disposés sur la surface de la gélose a l'aide d'une pince
stérilisée au bec benzéne (3 disques de I'extrait et 1 disque de témoin) ,a l'aide d'une
micropipette versés 10 pl de extrait dilué dans chaque disque . Finalement, les boites

de Pétri sont incubées pendant 24 heures a 37°C.
111.1.4.1.3.8. Incubation et Lecture

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

observés, en mesurant les diamétres d’inhibition [85].
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Préparer le Les extraits Stérilisation du
Mueller Hinton dilués matériel

Ensemencemen Couler I_e milieu ,da_ns L’inoculum g
les boites de Pétri

Figure 111.1-4: Protocole de l'activité antibactérienne de 1’éphédra sinica.
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111.1.4.2. Deuxiéme Partie : L’activité antioxydant

L'activité antioxydant est un ensemble des actions qui peut retarder ou
empécher I'oxydation des substrats biologiques et capable de réagir avec les radicaux
libres et les rendent inoffensif (neutraliser et les dégrader). Il est un systeme de
protection qui lui permet de luter contre les radicaux libres [86].

111.1.4.2.1. Test du piégeage du radical libre DPPH

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle  (o,a-diphényl-f-
picrylhydrazyle) fut I’un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation
structure-activité antioxydant des composés phénoliques [87,88]. Il posséde un
électron non apparié sur un atome du pont d’azote.

Dans ce test les antioxydants réduisent le diphényl picryl-hydrazyl ayant une
couleur violette en un composé jaune, dont l'intensité de la couleur est inversement

proportionnelle & la capacité des antioxydants présents dans le milieu & donner des
protons [89].

Dans le cas des composés phénoliques (OH), le mécanisme principal d’action est
le piégeage des radicaux libres par le transfert de 1’atome H sur le DPPHe alors

transformé en une molécule stable DPPHH [90,91], On peut résumer la réaction sous la

. DPPH*+ (AH), —> DPPH-H+ (A)",

@ N @ N @
| + Antioxydant -O —— |

Ne NH
NO, NO, NO, NO,

+ Antioxydant-O.

DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 111.1-5 : Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) [93].
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111.1.4.2.2. Matériels et produits
a) Matériels et appareillages

e Spectrophotometre - Cuve spectre - Balance analytique

e Lestubes aessais - Les tubes a hémolyse - Micropipette - Pipette

b) Produits Chimique

e DPPH

e Méthanol

e Ethanol

e Acétone

e H,Odistillée

111.1.4.2.3. Mode opératoire

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger
le radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH) [88].

111.1.4.2.3.1. Préparation des dilutions

Pour les quatre extraits on prépare dans des tubes a essais une solution mere

de concentration (10 mg/m 1). Des dilutions sont préparées a partir de cette solution.

Tableau 111.1-4 : Concentrations des extraits pour le test antioxydant avec DPPH.

Concentration (mg/ml).
Volume Solution Les Meéthano ) -
ire e | Ethanol Acetone H, 0 Distille
vV, =1ml C, 2 2 2 2
V,=2 ml C, 4 4 4 4
V;=3ml 10 Cs 6 6 6 6
V,=4 ml Cy 8 8 8 8
V5=5 ml Cs 10 10 10 10
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111.1.4.2.3.2. Préparation des solutions de DPPH

3 mg de DPPH est solubilisé dans 100 ml de solvant soit (méthanol, éthanal,

acetone ou H, O distillée), les solutions sont placés a 1’obscurité. .
111.1.4.2.3.3. Préparation et lecture des échantillons

Pour chaque dilution on prépare 3 tubes a hémolyse qui constituent les trois
répétition , a chaque tube on met 15ul de chaque solution des extraits soit ( méthanol
, éthanol , acétone ou H,O distillée ) a différentes concentrations sont ajoutes a 1,5

ml de chaque solution du DPPH .

Parall¢lement, un témoin négatif est préparé¢ en mélangeant 15ul de solvant soit
(méthanol, éthanol, acétone ou H,O distillée) avec 1,5 ml de chaque solution de
DPPH.

Apres agitation par un vortex les tubes sont placés a 1’obscurité a température
de chambre pendant 30 minutes. La lecture est effectuée par la mesure de
I’absorbance a 517 nm [94,95].

111.1.4.2.3.4. Expression des résultats

Les résultats peuvent étre exprimés en tant qu’activité anti-radicalaire ou par
I’inhibition des radicaux libres en pourcentage (RSA %) en utilisant la formule

suivante [96,97]:
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RSA % : pourcentage de I’activité anti-radicalaire.
Abs échantillon : absorbance de 1’échantillon.

Abs controle : absorbance du contrdle négatif.
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Peser 0.2 g d_e Solutions mere Pré_pargr des
chaque extrait dilutions

Solutions prétes a Ajouter100 ml de Peser 3mgde |«
I'emploi solvant DPPH

| Préparer des Placés a Mesurer
échantillons I’obscurité I'absorbance

Figure 111.1-6: Protocole de l'activité antioxydant des extraits I’éphédra sinica.
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111.2. Résultats et discussions

II1.2.1. Détermination du rendement d’extraction
111.2.1.1. Résultat

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

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 de la partie aérienne de 1 ’Ephédra
sinica. Les resultats sont representés dans le tableau 111.2-1, et illustrés dans la figure
11.2-1.

Tableau 111.2-1 : le rendement des extraits méthanoique, éthanoique, d’acétone

et de H,0 distillée d’Ephédra sinica..

L’extrait Méthanolique Ethanolique Acétone H, 0 distillée
Poids de la poudre en
100 100 100 100
(9)

Poids de P’extrait sec

15.647 14 14 15.886

en (g)

Le rendement en (%) 15.647 14 14 15.886

111.2.1.2. Discussion

Au vu des résultats rapportés dans la figure 111.2-1 montrent que I'extrait de
I'H,0 distillée  ont donné les meilleurs rendements d’extraction avec un taux
d’environ (15,886 %) suivis l'extrait méthanoique avec un rendement d’environ
(15,647 %). Les plus faibles rendements d’extractions reviennent a l'extrait

¢thanoique et I’extrait de I'acétone (14%).
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Le rendement en (%)

15,386
16 15,647

Méthanol Ethanol Acétone H2 O distillée

Figure 111.2-1: Histogramme représente le rendement des quatre extraits.
111.2.2. Screening phytochimique
111.2.2.1. Résultat

Les tests phytochimique consistent a détecter les différentes familles de
composés qui existent dans la partie aérienne d’Ephédra sinica, par des réactions de
précipitation ou de coloration, en utilisant des reactifs spécifiques a chaque famille de

composés, les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 111.2-2,

Tableau 111.2-2 : résultat des tests photochimiques des composés constituant de

I’extrait (Méthanol, Ethanol, Acétone et de H,O distillée) d’Ephédra sinica..

Métabolites Resultats
dai Remarques
secondaire Meéthanol Ethanol Acétone H, 0 distillée
Tanins Apparition dune |y HHH | OEOE | OEE
couleur vert foncée
Saponines indice de () (+) ) (H)(H)(+)
mousse
Apparition d'une
flavonoides couleur rouge et (HH)() (HH)(H) (N ()
jaune
alcaloides | APParitiondun (44 () (HEHE) ()
précipite
coumarines Apparition d'une (HH)H) (+)(+) (+) (HHE)
fluorescence

- Négative ; + Faiblement positif ; ++ Positif ; +++ fortement positif.
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Tableau I11.2-3 : Photo de résultat des tests phytochimiques des composés

constituant des extraits (Méthanol, Ethanol, Acétone et de H, 0 distillée) d’Ephédra

sinica.

Métabolites
secondaire

Les extraits

Méthanolique

Ethanolique Acétone

H, 0 distillée

Tanins

Saponines

flavonoides

alcaloides

coumarines
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111.2.2.2. Discussion

D’apres les résultats obtenus, nous avons constaté que 1’extrait au méthanol est

le plus riche en métabolites secondaires par rapport aux trois autres solvants utilisés.

e | es tests des tanins

Les tanins sont fortement positif présents dans les quatre extraits (méthanol,

éthanol, acétone et H, O distillée), ou nous a donné une coloration vert foncée.

e Les tests des saponines

Les saponines avec des intensités respectives, moyennes et faibles, présents
dans les extraits (méthanol et éthanol) et une grand intensité par rapport a I'extrait d'
H, 0 distillée (une formation de mousse dans le tube dépassant les 3 cm de hauteur), et

sont absents dans l'extrait d’acétone.

e | es tests des flavonoides

Les flavonoides sont présents avec des intensités importante dans les quatre
extraits (méthanol, éthanol, acétone et 1I’H,0 distillée), ou il est apparu d’une
coloration rouge dans le deux extrais (méthanol et H,O distillée) et coloration jaune

dans les deux extraits (éthanol et acétone) apparu d'une coloration rouge.

e Les tests des alcaloides

Les alcaloides sont présents en forte quantité dans les deux extraits (méthanol
et acétone) alors que une moyenne quantité au I'extrait d'éthanol .Elle a été confirmée
par une précipitation au contact avec le réactif de Wagner. Mais I'extrait d'eau ne

contient pas de alcaloides.

e L es tests des coumarines

Les coumarines sont présent en grande quantité dans les deux extraits
(méthanol et I'H,0 distillée) et présents en respectives, moyennes et faibles quantités
au l'extraits (d’éthanol et d’acétone) Elle a été confirmée 1’apparition d’une

fluorescence sous une lumiére UV.
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111.2.3. Analyse de CCM

111.2.3.1. Résultat

La chromatographie sur couche mince de silice qui est a la fois une méthode
de séparation et d'identification de divers constituants d'un mélange. Pour ce qui est
de notre analyse, on se sert de la CCM pour mettre en évidence les différentes
familles de PP, en fonction de leur fagon de migrer dans les conditions données. On a

utilisées deux systemes solvants de polarités différentes :

« Butanol/acide acétique/eau distillée, 60mlI/15ml/15ml.

« Acide acétique / eau distillée, 15 ml / 85ml.

Les plaques CCM observées, aprés elution par les différents systemes
solvants, montrent des taches de nombres, de couleurs et de distances de migrations

différents.

Tableau 111.2-4 : Révélation par UV (365nm) des déférents extraits (Méthanol,
Ethanol, Acétone et de H,0 distillée) de I’Ephédra sinica..

Systémes

Les extraits

Méthanol

Ethanol

Acétone

H, O distillée
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Apres observation des plaques dans une chambre noire d'une CCM a haute
performance on peut éventuellement prédire les composés ou les familles de
composés les plus probables qui peuvent entrer dans la composition des quatre extrait
(méthanol, éthanol, acétone et de 1’eau) de [’éphédra sinica, l'ensemble des
observations et des résultats sont regroupés dans Les tableaux 111.2-5, 111.2-6, 111.2-7,
111.2-8.

Tableau 111.2-5 : CCM de I’extrait méthanolique de /'éphédra sinica systeme solvant

(BAW, AW).
Couleur sous UV 365 )
(nm) Les RFs (cm) Les types des flavonoides possibles
nm
BAW AW BAW AW BAW AW
Bleu vif Vert 0.36 0.72 Hydroquinones ND
Vert Flavonols,
Bleu pale jaunétre 0.47 0.8 Acide phénol flavones, aurones
Pigments
Flavoneméthylée,
Vert Bleu 0.63 0.97 ND
hydroxyflavonol
Flavonols,
Vert
L - 0.97 - flavones, aurones -
jaunatre .
Pigments

ND : non déterminé

Quatre spots ont été ségrégués des dépots de 1’extrait méthanolique par le
systeme de solvants utilisé (BAW : Butanol/acide acetique/eau distillée,
60ml/15ml/15ml ) par contre on observe trois spots des dépots dans 1’autre systéme
(AW : Acide acetique / eau distillée, 15 ml / 85ml) appartenant aux différentes classe

flavonique.
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Tableau I11.2-6 : CCM de I’extrait éthanolique de [’éphédra sinica systéme solvant

(BAW, AW).
Couleur sous UV 365 (nm) Les Rfs (cm) Les types des flavonoides possibles
BAW AW BAW AW BAW AW
Bleu vif Vert 0.30 0.69 Hydroquinone ND
Vert
. . ) Flavonols, flavones,
Bleu pale jaunatre 0.29 0.8 Acide phénol )
aurones Pigments
Flavoneméthylée,
vert Bleu 0.49 0.95 ND
hydroxyflavonol
Flavonols,
Vert
L - 0.60 - flavones, aurones -
Jaunatre .
Pigments
Anthocyanidine 3
Rouge - 0.91 - . -
glucoside

ND : non déterminé

Cing spots ont été ségrégués des dépots de I’extrait éthanolique  par le
systtme de solvant utilisé (BAW : Butanol/acide acétique/eau distillée,
60ml/15ml/15ml) par contre on observe trois spots des dépots par le systeme (AW :
Acide acétique / eau distillée, 15 ml / 85ml).
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Tableau 111.2-7 : CCM de I’extrait d’acétone de [’éphédra sinica systéme solvant

(BAW, AW).
Couleur sous UV 365 )
Les RFs (cm) Les types des flavonoides possibles
(nm)
BAW AW BAW AW BAW AW
Bleu vif Vert 0.12 0.061 Hydroquinone ND
Vert Flavonols,
Bleu . ) ]
| jaunatre 0.16 0.53 Acide phénol flavones, aurones
ale
P Pigments
Flavoneméthylée,
vert Bleu 0.62 0.77 ND
hydroxyflavonol
Flavonols,
Vert
) flavones,
jaunatre - 0.78 - -
aurones
Pigments
Anthocyanidine
Rouge - 0.86 - ) -
3 glucoside

ND : non déterminé

Quatre spots ont été ségrégués des dépots de 1’extrait d’acétone par le systéme
de solvant utilisé (BAW : Butanol/acide acétique/eau distillée, 60ml/15ml/15ml) par
contre on observe trois spots des dépdts par le systeme (AW : Acide acétique / eau
distillée, 15 ml / 85ml).
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Tableau 111.2-8 : CCM de I’extrait d’eau de I’éphédra sinica systeme solvant

(BAW, AW).
Couleur sous UV 365 . .
(nm) Les RFs (cm) Les types des flavonoides possibles
nm
BAW AW BAW AW BAW AW
Bleu vif Bleu vif 0.34 0.51 Hydroquinone Hydroquinone
Vert Flavonols,
Bleu pale jaunatre 0.46 0.57 Acide phénol flavones, aurones
Pigments
Flavonols,
Bleu blanc flavones,
vert fluorescent 0.53 0.85 ND ]
isoflavones,
flavanones
Flavonols,
Vert o
. flavones, Flavoneméthylée,
jaunétre Bleu 0.71 0.93
aurones hydroxyflavonol
Pigments
Bleu vif 0.82 - Hydroquinone -

ND : non déterminé

Cing spots ont été ségrégués des dépodts de 1’extrait de I’eau par le systéme de
solvant utilisé (BAW : Butanol/acide acétique/eau distillee, 60ml/15mlI/15ml) par
contre on observe trois spots des depdts par le systeme (AW : Acide acétique / eau
distillée, 15 ml / 85ml).
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111.2.3.2. Discussion

Daprés les résultats de ces tableaux, le systeme qui a donné la meilleure
séparation est celui de butanol /acide acétique /eau (60/15/15, v/viv), par ce qu'il a
permis la séparation de 05 tache, ce qui explique la solubilité différentielle des
composés phénoliques dans ce systeme.

« Le systtme BAW a permis le fractionnement de I'extrait méthanoique en 04
taches et fractionné les autre extraits en 05 tache de couleurs: bleu vif, bleu pale, vert,
vert jaunatre, et le rouge pouvant indiquer respectivement la présence des
Hydroquinone, Acide phénol, Flavonols et /ou  flavones, aurones Pigments,
Anthocyanidine 3 glucoside.

% Pour ce qui est du systeme AW qui a donné 04 taches au maximum pour
I’extrait de 1’eau et 3 taches dans les autres extraits de couleurs : Bleu vif, Vert jaunatre,
Bleu blanc fluorescent, bleu indiquant respectivement des: Hydroquinone, Flavonols,
flavones, aurones Pigments, isoflavones, flavanones , Flavoneméthylée,
hydroxyflavonol.

Ce dernier systeme présente 03 taches communes avec le systeme précédent
(vert, bleu vif, Vert jaunatre), ce qui explique que le systeme AW, présent dans le
systeme BAW.

111.2.4. Pactivité antibactérien

111.2.4.1. Résultat

Nous avons étudié le pouvoir antimicrobien des extraits isolés de [’éphédra
sinica par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosés solides, Mueller-

Hinton.

L’activité antimicrobienne des extraits a été estimée en termes de diamétre de
la zone d'inhibition autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de trois
(03) bacteéries.

Les résultats des différents tests de 1’activité antibactérienne sont présentés

dans le tableau 111.2-9.
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Tableau 111.2-9 : Zone d’inhibition d’activité antibactérienne des quatre extraits sur

milieu MH (mm).

. Zone Zone Zone
Extraits Témoin Témoin Témoin
d’inhibition d’inhibition d’inhibition
Méthanol 14 14 15 3 23 12
Ethanol 16 9 _ _ 13 7
Acétone _ 15 17 20 18 15
Eau
distillé - N - N - -
Me-OH +
18 8 19 18 15 _
Ethanol
Me-OH +
; 10 25 13 _ 13 _
Acétone
Me-OH +
_ 26 8 _ _ _
Eau
Eau +
’ 23 23 _ _ 17 20
Acétone
Acétone
+ 18 16 17.5 15 14 21
Ethanol
Ethanol
6.5 8 _ _ _ _
+ Eau

(-) : absence d’activité.

Les zones d'inhibitions de différentes souches sont présentées dans les

photographies de la figure 111.2-2.
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L’extrait d’eau distillée

L’extrait de (méthanol + éthanol) L’extrait d’éthanol+ eau distillée

Figure 111.2-2 : Zones d’inhibitions des souches : Pseudomonas _ Staphylococcus _
E. coli (dans le méme ordre de gauche a droite).
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111.2.4.2. Discussion

L’analyse des données expérimentales montre que comparativement aux
témoins de contrdle, il y a une activité assez bien du chacune des neuf (09) extraits
sur la croissance des bactéries testée. Les diamétres d'inhibition varient de 8 a 23 mm.
Pour cette méthode de diffusion, un extrait est considéré comme actif lorsqu'il induit
une zone d'inhibition supérieure ou égale a 10 mm. Ainsi, l'extrait de I’eau n’a aucun

effet sur les trois bactéries.

L’effet de I’extrait méthanolique de 1’éphédra sinica est plus fort sur la
bactérie Pseudomonas aeruginosa d’une grande valeur de diamétre de 23 mm et
moyenne sur les deux autres bactéries Escherichia coli et Staphylococcus aureus avec

des diamétres de 14 et 15 respectivement en comparaison avec le témoin utilisés.

Pour I’extrait éthanolique de 1’éphédra sinica a un effet fort sur Escherichia
coli et une activité moyenne sur la bactérie Pseudomonas aeruginosa des diameétres

de 16 et 13 mm respectivement. L’absence d’une activité sur Staphylococcus aureus.

Ensuite en remarque une manque d’activit¢ de I’extrait d’acétone sur la
bactérie Escherichia coli, par contre il existe un effet sur la bactérie Pseudomonas
aeruginosa de diamétre d’inhibition de 18 mm et sur Staphylococcus aureus de

diametre de 17 mm.

L’ensemble des cinq extraits mélangés (Me-OH + Ethanol, Me-OH +
Acétone, Me-OH + Eau, Eau + Acétone, Acétone + Ethanol, Ethanol + Eau) ont un

effet sur les trois souches :

» L’extrait (Me-OH + Ethanol) a une activité forte sur les trois bactéries de diametres
d’inhibition de 15 a 19 mm.

» L’extrait (Me-OH + Acétone) a une activité moyenne sur les trois bactéries avec un
diamétre d’inhibition de 10a13 mm.

» Leffet de I’extrait (Me-OH + Eau) sur Staphylococcus aureus est faible de
diamétre de 8mm, I’effet sur Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa est
absent.

» Un effet fort de I’extrait (Acétone + Ethanol) sur les trois souches bactériennes avec
un diametre de 14 & 18 mm.

» Une faible zone d’inhibition observée est de 1’extrait (Ethanol + Eau) sur

Escherichia coli de diameétre de 6.5 mm, I’effet des deux autres souches est absent..
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111.2.5. Pactivité antioxydant

111.2.5.1. Résultat

Nous avons étudié 1’activité antioxydant des différents extraits de I'éphédra
sinica vis-a-vis le radical DPPH a été évalué spectrophotométriqguement a 517 nm en
suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur
violette a la couleur jaune, pour préjuger et localiser le solvant le plus active, Dans ce

test on utilise I’acide ascorbique comme standard .

Pour toute I’expérimentation, chaque test est réalisé en triplicata et les
résultats ont été calculés par la moyenne des trois essais. Les résultats obtenus sont
présentés dans les tableaux I11.2-10, 111.2-11, 111.2-12, 111.2-13, 111.2-14.

% Pourcentage d’inhabitation

Tableau 111.2-10 : Pourcentage d’inhabitation de DPPH de I'extrait de

méthanol

Concentration (mg/ml) 2 4 6 8 10

Pourcentage

d’inhabitation %

64.14 86.08 89.93 | o230 | 93.66

Tableau 111.2-11 : Pourcentage d’inhabitation de DPPH de I'extrait d’éthanol.

Concentration (mg/ml) 2 4 6 8 10

Pourcentage

d’inhabitation %

50.67 66.89 78.01 89.54 91,55

Tableau 111.2-12 : Pourcentage d’inhabitation de DPPH de 1'extrait d’acétone.

Concentration (mg/ml) 2 4 6 8 10

Pourcentage

d’inhabitation %

19.87 29.62 46.62 75.25 81.37
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Tableau I11.2-13 : Pourcentage d’inhabitation de DPPH de 1'extrait
d’H, 0 distillée.

Concentration (mg/ml) 2 4 6 8 10

Pourcentage

d’inhabitation %

56.45 70.96 74.19 77.41 83.87

Tableau 111.2-14 : Pourcentage d’inhabitation de DPPH de I’acide

ascorbique.

Concentration (mg/ml) 2 4 6 8 10

Pourcentage

d’inhabitation %

53.02 68.79 77.11 89.44 98.55

Les résultats obtenues ont permis de tracer des courbes a été illustrés dans les
figures 111.2-3, 111.2-4, 111.2-5, 111.2-6, 111.2-7.
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Figure 111.2-3: Pourcentage d’inhibition de DPPH par I’extrait méthanolique
d'éphédra sinica.
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Figure 111.2-4: Pourcentage d’inhibition de DPPH par I’extrait éthanolique
d'éphédra sinica.
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Figure 111.2-5: Pourcentage d’inhibition de DPPH par I’extrait d’acétone
d'éphédra sinica.
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Figure 111.2-6: Pourcentage d’inhibition de DPPH par I’extrait d’H,0Distillée
d'éphédra sinica.
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Figure 111.2-7: Pourcentage d’inhibition de DPPH de I’acide ascorbique.
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D’apres ces résultats, on remarque que le pourcentage d’inhibition du radical

libre augmente avec 1’augmentation de la concentration.
% Détermination d’IC50

A partir de ces courbes nous pouvons déterminer la concentration inhibitrice a
50%, les valeurs d’IC50 sont calculées graphiquement par régression linéaire des
pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits

testés, sont indiquées dans le tableau I11.2-15.

Tableau 111.2-15 : Les IC50 des difféerents extraits d’éphédra sinica et de I’acide

ascorbique.
Extraits Acétone Ethanol L’acide ascorbique
1C50% 5,94 1,15 1,09

Pour les deux autres extraits (méthanol et I'eau distillée), nous n’avons pas
déterminé I'IC50. La concentration minimale utilisée (2 mg/ml) n'a pas suffit
d’atteindre 1’IC50, ce qui refléte bien leur valeur négatif de pouvoir réducteur du
radical DPPH.

1IC50%
7
5,94

6

5

4

3

2

1,15 1,09
1 B e
0 T
Acétone Ethanol L’acide ascorbique

Figure 111.2-8: Histogramme représente les IC50 des différents extraits d’éphédra

sinica et d’acide ascorbique.
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D’aprés I’histogramme illustré dans la figure 111.2-8, nous remarquons les
valeurs des IC50 des deux extraits s’échelonnent entre 5,94 mg/ml pour 1’acétone,
1,15 mg/ml obtenus avec 1’éthanol. Un fort pouvoir anti radicalaire est noté pour
I’extrait d'éthanol traduisant par un IC50 assez bas, comparable a celui du composé

standard ’acide ascorbique.
111.2.5.2. Discussion

Nos résultats indiquent que [I'IC50 est inversement lié a la capacité
antioxydant, car il exprime la quantité d'antioxydant requise pour diminuer la
concentration du radical libre de 50%. Plus la valeur ’IC50 est basse, plus l'activité

antioxydant est élevé.

L’acide ascorbique présente un pouvoir anti-radicalaire trés puissant par
rapport a nos extraits, Suivi par I'extrait d'éthanol qui présent une valeur plus faible
de I'IC50 et donc une activité anti-radicalaire plus importante comparativement aux
autres extraits. Par conséquent, nous concluons que [I'éthanol est un solvant tres

antioxydant.

L’acétone a une activité anti-radicale, mais elle reste faible par rapport a
I'acide ascorbique, et pour les autres extraits ils ont besoin a des dilutions d’atteindre
la valeur d’IC50.

60



JW%MB

CONCLUSION

%&W}



Conclusion

Depuis des milliers d'années, I'numanité a utilisé diverses ressources trouvées
dans son environnement afin de traiter et de soigner toutes sortes de maladies.
Actuellement, I'organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu'environ 81% de
I’humanité a recours aux préparations traditionnelles a base de plantes en tant que
soins de santé primaire. Les médicaments a base de plantes sont encore largement

utilisés et ont une importance considérable dans le commerce international.

L’extraction des plantes médicinales est une étape cruciale pour la valorisation
de ces principes actifs, elle dépend de la méthode et du solvant approprié qui
préservent leurs propriétés biologiques. De cette étude, il ressort que la macération

par 1’éthanol I’eau est les plus rentables.

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 tests de D’activité antibactérienne ont été réalisés sur trois souches
bactériennes. L’effet de ’extrait méthanolique de 1’éphédra sinica est plus fort sur la
bactérie Pseudomonas aeruginosa d’une grande valeur de diamétre de 23 mm et
moyenne sur les deux autres bactéries Escherichia coli et Staphylococcus aureus avec
des diametres de 14 et 15mm. Concernant les mélanges binaires des extraits on

remarque qu’il n’y a pas de synergie apparente dans les tests in vitro.

Globalement, les résultats obtenus par piégeage du radical libre DPPH dans le
présent travail révelent que 1’extrait éthanolique est plus actif que I’extrait cétonique,
cela est lié a la complexité des extraits bruts en substances poly phénoliques y
compris les tanins et les flavonoides et la synergie entre eux pour une meilleure

activité antioxydant.
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Annexe

ANNEXE 01 : Preparation des reactifs

AlCl; 1%

e AlCl3 1g

e Eau distillée 100 ml
NaOH 10%

e NaOH 10g

e Eau distillée 100 ml
FeCl; 2%

e FeCl;2¢

e Eau distillée 100 ml
HCI (2N)

e Acide chlorhydrique a 37 %.

X/
L X4

e Densité =1,19 ; masse molaire = 36,5g/mol ; N=2

e Masse de 1 L de solution commerciale : 1,19 kg = 1190 g.
e Masse d'acide chlorhydrique pur : m =1190*0,37 = 440,3 ¢
Réactif de Wagner

e lodure de potassium 2 g
e lode 1.27g
o Eaudistilléee 100 ml

o
[ ]
[ ]
[ ]
[ ]

X/
o0

ANNEXE 02 : Préparation des milieux

Le milieu Muller Hinton (MH)
Infusion de viande de beeuf 2g
Peptone de caséine 17.5 g
Amidon1.5¢
L'agar17g
L’eau distillée 1000 ml

Eau physiologique

e Chlorure de sodium 9g

e [’eau distillée 1000 ml



roa—ila
Slo bl sty Ity s Jsilisall ay ddlinal)l cilpdall S5 aaas ) Caags Ll
Clag¥) e eans bl elpasS Al 50 ailed) 250 5a0SY) a5 L S an bl el (ailiad
Al allsaliaal) 5 gil) ads 5 LSOl Slaal) Tl las bl culan @ Gl Ley cdpuas )l
O Dedal ANl )l AadlSe Tz lidl  y baall S el dapla 5 AL daph s iy il jall 2
Ao sl @bl ads b axdciad) Cudall e adied 5auSOU Baliaall 5 )

A8l diae BasY) dliae (pand ¢ Cudal sailall ; falidal) clall) o
Résume :

La présente étude visait a étudier 1’effet de différents solvants a savoir
I’méthanol, [D’éthanol, acétone et 1’eau sur les propriétés phytochimique,
antibactérienne et antioxydant de [’éphédra sinica. L’étude phytochimique a permis
d’isoler les principaux métabolites notamment ceux majoritaires, les flavonoides et les
tanins. Les tests de D’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 utilisé dans la macération de la plante étudiée.

e Mots clés : Ephédra sinica, solvant, screening, antioxydant, antibactérien.

Abstract:

This study was designed to investigate the effect of different solvents namely
methanol, ethanol, acetone and water on the phytochemical, against properties and
antioxidant of ephedra sinica. The phytochemical study to isolate the major
metabolites such as majority, flavonoid and tinniness. 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.

o Key words: Ephedra sinica, solvent, screening, antioxidant, antibacterial.



