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Résumé

Résumé

L’objectif de ce travail est d’évaluer 1’activité antibactérienne, antioxydante et de
caractériser chimiquement les extraits méthanoliques de Thymelaea hirsuta (partie aérienne) et
d’Anacyclus pyrethrum (les racines) récoltées dans la ville de Khenchela — Algérie. Le
screening phytochimique des extraits obtenus par macération a été réalisé par les tests
phytochimiques. Cette étude a montré que les extraits des plantes étudiées sont riches en
métabolites secondaires tels que les flavonoides, les composés phénoliques, les tannins et les
saponosides. L’étude de I’activité antibactérienne qui a ét¢ évaluée par la méthode de diffusion
sur milieu gélosé vis-a-vis de trois bactéries a Gram négatif (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae) et deux bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus
et Bacillus cereus) a montré que toutes les souches bactériennes testées ont exprimé une
sensibilité a I’extrait méthanoliques de Thymelaea hirsuta, une activité antibactérienne
intéressante a été notée vis-a-vis de Bacillus cereus (19,66+0,57 mm), alors que I’extrait
d’Anacuclus pyrethrum a montré une activité vis-a-vis d’E. coli seulement. La mise en
évidence de I’activité antioxydante des extraits a €té réalisée par la technique du piégeage du
radical libre DPPH, les résultats ont révélé que les extraits de la partie aérienne de Thymelaea
hirsuta et les racines d’Anacyclus pyrethrum ont exercé une activité anti radicalaire moderée
avec un pourcentage d’inhibition de 49,16% et de 53,38% respectivement & une concentration

de 2,5 mg/ml.

Mots clés: Activité antibactérienne, activité antioxydante, screening phytochimique,

Thymelaea hirsuta, Anacyclus pyrethrum.
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Abstract

Abstract

The aims of this study were to evaluate the antibacterial and the antioxidant activities,
and to screen the photochemical composition of the methanolic extracts of Thymelaea hirsuta
(aerial parts) and Anacyclus pyrethrum (roots) collected from the city of Khenchela, Algeria.
The phytochemical screening of the methanol extracts was carried out using phytochemical
tests, revealing a rich presence of secondary metabolites such as flavonoids, phenolic
compounds, tannins, and saponins in the studied plant extracts. The antibacterial activity was
evaluated using the agar diffusion method against three Gram-negative bacteria (Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae) and two Gram-positive bacteria
(Staphylococcus aureus and Bacillus cereus). The results indicated that all tested bacterial
strains exhibited susceptibility to the methanolic extract of Thymelaea hirsuta. Notably, a
significant antibacterial activity was observed against Bacillus cereus (19.66+£0.57 mm), while
the Anacyclus pyrethrum extract demonstrated an activity only against E. coli. Furthermore,
the antioxidant activity of the extracts was conducted using the DPPH free radical scavenging
technique. The findings revealed that the aerial part extract of Thymelaea hirsuta and the roots
of Anacyclus pyrethrum exhibited moderate radical scavenging activity, with inhibition

percentages of 49.16% and 53.38% at a concentration of 2.5 mg/ml, respectively.

Keywords: Antibacterial activity, antioxidant activity, phytochemical screening, Thymelaea
hirsuta, Anacyclus pyrethrum.
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Introduction générale

Introduction générale

Les maladies infectieuses représentent une cause majeure de morbidité et de mortalité
dans le monde entier. L’utilisation d’antibiotiques pour controler ces maladies a mené a
I’émergence de souches pathogenes multi-résistantes aux antibiotiques et par conséquent, a la
nécessité de recourir a des alternatifs comme les plantes médicinales qui sont facilement
accessibles, abordables et efficaces avec des effets secondaires minimes (Berick et al., 2020).
Ces produits naturels, en particulier ceux d’origine végétale, ont toujours été une source
importante de matiéres premieres essentielles a la découverte d’une grande variété de
molécules bioactives aux multiples intéréts mis en ceuvre dans les industries alimentaire,
cosmétique et pharmaceutique (Elazzouzi et al., 2019).

Environ 80% de la population vivant dans les pays en développement utilise des plantes
médicinales pour leurs besoins de santé en raison de leur incapacité a maintenir un
approvisionnement régulier de médicaments conventionnels (Cathrine et Nagarajan, 2011).
Dans certains cas, les médicaments a base de plantes sont utilisés en combinaison avec des
médicaments conventionnels si le patient estime que les médicaments prescrits sont inefficaces
(Mahesh et Satish, 2008).

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) insiste sur la nécessité de compléter le
traitement conventionnel par des plantes médicinales (Safari et al., 2009), et par ses
programmes de sensibilisation et de mobilisation, les pays africains ont été encouragés a faire
de sérieux progres dans 1’utilisation des plantes médicinales afin de maintenir la fourniture de
soins de santé et d’assurer la continuité de la culture. L’exploitation d’extraits de plantes ayant
des activités antibactériennes connues est importante dans la gestion de diverses maladies
infectieuses (Berick et al., 2020). Thymelaea hirsuta, communément appelé « Methnane » est
traditionnellement utilis¢é en Afrique du Nord pour traiter I’inflammation, le diabéte et
I’hypertension. Des études pharmacologiques ont révélé que 1’extrait de T. hirsuta posséde des
propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes (Badawy et al.,2019).
Anacyclus pyrethrum (L.) est une plante médicinale annuelle importante et est répandue au
Maroc et en Algérie. La plupart de ses parties sont utilisées dans la médecine traditionnelle
spécialement les racines. Elle possede un effet antidiabétique, insecticide et
immunostimulateur, ainsi que des potentiels aphrodisiaques et antioxydants, et diverses autres
propriétés medicinales importantes. De nombreuses utilisations traditionnelles sont également
signalées dans des recherches antérieures comme pour les rhumatismes, la sciatique, le rhume,

la névralgie et la paralysie (Elazzouzi et al., 2022).



Introduction générale

Ce travail a pour objectif d’évaluer in vitro quelques activités biologiques notamment
I’activité antibactérienne et I’activité antioxydante ainsi de déterminer la composition chimique

de I’extrait méthanolique de Thymelaea hirsuta et Anacyclus pyrethrum récoltées dans la ville

de Khenchela.
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Synthése bibliographique Les plantes médicinales

1.1. Définition

Les plantes médicinales sont des plantes qui contiennent une ou plusieurs substances
précurseurs pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques ou pour la synthése de

médicaments utiles (Abayomi, 2010).

Selon la Xeme édition de la Pharmacopée francaise, les plantes médicinales sont des
médicaments botaniques au sens de la Pharmacopée européenne, dont certains au moins ont
des propriétés médicinales (Debuigne, 1974). Ces plantes médicinales peuvent aussi avoir
des usages comestibles, condiments ou produits d’hygiene (Sanago, 2006). Les parties les
plus concentrées en principes actifs seront choisies donc il peut s’agir de la plante entiere,
des feuilles, de la tige, des rameaux, des sommités fleuries, de I’écorce, des racines, des fruits

ou des fleurs, utilisées fraiches ou séches (Nelly, 2013).

1.2. Utilisation des plantes médicinales

Actuellement, selon les estimations de 1’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS),
plus de 80 % de la population mondiale, surtout dans les pays sous-développés, ont recours
aux traitements traditionnels pour satisfaire leurs besoins en matiére de santé et de soins

primaires (Farnsworth et al., 1985).

Pendant longtemps, les plantes ont été utilisées uniquement en nature, sous forme de
tisanes ou de poudres (Bezanger et al., 1986). Aujourd’hui beaucoup sont présentées sous
forme de gélules, mais il existe de nombreuses formes d’utilisation des plantes médicinales.
Elles faisaient I'objet d'une extraordinaire variété de préparations telles gu'infusions,

décoctions, teintures, mais également oxymels et élixirs.

» Infusion : c'est I'utilisation simple des feuilles et des fleurs pour un remeéde ou une
boisson fortifiante ou calmante. Elle est préparée exactement comme le thé, a partir
d'une plante ou d'un mélange de plusieurs plantes, et se sert chaude ou froide.

» La décoction : une décoction est faite a partir de morceaux prédécoupés de plantes
sécheées ou fraiches bouillies dans I'eau. Elle peut étre consommée chaude ou froide.
Elle est généralement faite a partir de racines, d'écorces et de baies, parfois avec des
feuilles et des fleurs ajoutées.

» Lateinture : une macération de plante dans l'alcool est suffisante pour obtenir une

teinture, la substance active se dissout facilement, et la teinture est plus puissante
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qu'une infusion ou une décoction. Facile a utiliser et dure deux ans. Les teintures
sont des préparations concentrées dont le dosage doit étre respecté.

» Gélules et poudres : la poudre peut étre egalement saupoudrée sur les aliments ou
diluée. Elle est appliquée sur la peau comme du talc ou mélangée a des colorants
pour faire des emplatres. Elle peut étre mise dans des capsules (gélatine ou matiére
végetale) qui peuvent étre disponibles également en pharmacie.

» Les sirops : le miel et le sucre non raffiné sont des conservateurs efficaces qui
peuvent étre melangés a des infusions et des décoctions pour donner des sirops et des
cordiaux. Ils ont en outre des propriétés adoucissantes qui en font d'excellents
remeédes pour soulager les maux de la gorge.

» Lesonguents : sont des préparations d'aspect crémeux, réalisées a base d'huile ou de
tout autre corps gras, dans lesquelles les principes actifs des plantes sont dissous. On
les applique sur les plaies pour empécher I'inflammation. Les onguents sont efficaces
contre les hémorroides, les gercures des lévres ou I'érythéme fessier du nourrisson.

> Les cataplasmes : sont des préparations de plantes appliquées sur la peau. lls
calment les douleurs musculaires et les névralgies, soulagent les entorses et les
fractures et permettent d'extraire le pus des plaies infectées, des ulcéres et des
furoncles. On prépare une créme en associant de I'huile ou un autre corps gras a de

I’eau par un processus d'émulsion (Iserin, 2001).

1.3. Les principes actifs des plantes médicinales

Le principe actif est une molécule contenue dans une drogue végétale ou dans une
préparation a base de drogue végétale utilisé pour la fabrication des médicaments (Pelt,
1980). Les plantes contiennent des métabolites secondaires qui peuvent étre considérées
comme des substances indirectement essentielles a la vie des plantes, a I'inverse des
métabolites primaires (glucides, protides, lipides et les acides nucléiques) qui sont
indispensables pour 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) (Sarni-
manchado et Veronique, 2006), ainsi elles sont considérées comme la base matérielle de
I’efficacité clinique des plantes médicinales. Ce sont également des indicateurs importants

pour évaluer la qualité des matieres medicinales (Yanqun et al., 2020).
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1.3.1. Les polyphénoles

Les polyphénoles sont des métabolites secondaires des plantes qui participent a la
pigmentation, a la reproduction et a la protection contre les pathogenes. Ce sont des anti-
inflammatoires et antiseptiques. On suppose que les plantes, en les produisant, cherchent a
se prémunir contre les infections et les insectes phytophages. Les acides phénoliques, comme
I'acide rosmarinique, sont fortement antioxydants et anti-inflammatoires et peuvent avoir des

propriétés antivirales (Iserin, 2001; Manach et al., 2004).

Le rble des composeés phénoliques est maintenant reconnu dans différents aspects de la
vie de la plante et a travers [’utilisation des végétaux par I’'Homme. Ils peuvent en effet

intervenir :

+ Dans certains aspects de la physiologie de la plante (lignification, régulation de la
croissance, interactions moléculaires avec certains microorganismes symbiotiques et
parasites).

« Dans les interactions des plantes avec leur environnement biologique et physique
(relation avec les bactéries, les champignons, les insectes, résistance aux UV), soit
directement dans la nature soit lors de la conservation aprés récolte de certains végétaux.

% Dans les critéres de qualité qui orientent les choix de I’homme dans sa consommation
des organes végétaux et des produits qui en dérivent par transformation.

% Dans la protection de I’homme vis-a-vis de certaines maladies en raison de leur
interaction possible avec de nombreuses enzymes et de leur propriétés anti-oxydantes
(Machiex et al., 2005).

1.3.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques contenant 15 atomes de carbone,
formant une structure C6-C3-C6, soit deux cycles aromatiques relieés par 3 ponts carbones.
Ce sont les plus abondants de tous les composés phénoliques. Ils ont de multiples réles dans
les plantes en tant que métabolites secondaires tels que la participation aux processus de
défense contre les UV, la pigmentation, la stimulation des nodules fixateurs d'azote et la
résistance aux maladies (Chira et al., 2008).

Ce sont les pigments qui font apparaitre les différents organes de la plante en jaune,
orange et rouge (Havsteen, 2002). Au sein des flavonoides, on retrouve les flavonols et les
flavones, les flavonoides et les tannins condensés, les (prényl) chalcones et les

dihydrochalcones, ainsi que les anthocyanines / anthocyanidines (Collin et Creuzet, 2011).
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1.3.3. Les tannins

Les tanins ou tannins sont des substances de la famille des polyphénols, le plus
souvent hydrosolubles, d’origine végétale et qui possedent la capacité de précipiter
les protéines, les alcaloides et les polysaccharides a partir de leur solution aqueuse
(Bruneton, 2009). lls sont produits naturellement par les plantes sous forme des métabolites
secondaire qui ont été connus et utilisés par I’homme depuis 1’antiquité (Malacarne et al.,
2018; Hoyos-Martinez et al., 2019). Dans la nature, les tanins sont abondamment distribués
dans le regne végétal principalement chez les familles des plantes supérieures. Ce sont
généralement extraits d’écorce, du bois, des feuilles, des fruits ou des racines (Haslam,
2007). Sur la base structurale des tanins, ainsi que leur origine biogénétique et leurs réles
dans la vie végétale, on distingue habituellement deux groupes des tanins : les tanins
hydrolysables et les tannins condensés étant les plus répandus (Okuda et Ito, 2011). Les
tanins apparaissent sous forme de poudres amorphes jaunes ou blanches ou de masses laches
brillantes, presque incolores, avec une odeur étrange caractéristique et un goQt astringent
(Falbe et Regitz, 1995). On trouve de fortes concentrations de tannins dans presque toutes
les parties de la plante. Souvent, une production accrue de tanins peut étre associée a une
maladie de la plante. Par conséquent, on suppose que le role biologique de nombreux tanins
dans la plante est lié & la protection contre les infections, les insectes ou les herbivores
animaux (Haslam, 1989; Porter, 1989). Les extraits végétaux contenant des tanins sont
utilisés comme astringents, contre la diarrhée (Yoshida et al., 1991), comme diurétiques
(Okudaetal., 1983; Hatano et al., 1991), contre les tumeurs gastriques et duodénales (Saijo
et al., 1989) et comme médicaments anti-inflammatoires, antiseptiques et hémostatiques
(Haslam, 1989).

1.3.4. Les anthraquinones

Les anthraquinones (QA) forment le plus grand groupe de composés avec plus de
700 produits chimiques ayant été identifiés a ce jour. Les plantes ont fourni environ 200 de
ces produits chimiques, le reste provenant de lichens et de champignons (Seigler, 1998;
Duval et al., 2016).

Les anthragquinones se trouvent dans toutes les parties des plantes, y compris les
racines, les rhizomes, les fruits et les fleurs, la majorité étant produite a partir de
anthracénedione (Khan et al., 2011; Chien et al., 2015). Ces composés sont également

présents dans les pois, le chou, la laitue et les feves (Dave et Ledwani, 2012). En raison de
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leur large gamme d'applications, les anthraquinones et leurs dérivés comptent parmi les
phytomolécules les plus utilisees dans les industries alimentaires et pharmaceutiques. Des
études ont montré que les QA ont été signalés pour les activités anti-oxydantes (Malik et
Muller, 2016), anti-tumorales (Huang et al., 2007; Chien et al., 2015), anti-inflammatoires
(Khan et al., 2011; Chien et al., 2015), diurétiques (Davis et al., 1986), antifongiques
(Wuthiu-domlert et al., 2010), antibactériennes (Fasso et al., 2012) et antimalariales
(Winter et al., 1996).

1.3.5. Les saponines

Les saponines, glycosides largement répandus dans le regne végétal, comprennent
un groupe diversifié de composés caractérisés par leur structure contenant une aglycone
stéroidienne ou triterpénoide et une ou plusieurs chaines sucrieres. Leur diversité structurelle
se reflete dans leurs propriétés physicochimiques et biologiques, qui sont exploitées dans un
certain nombre d’applications traditionnelles (comme les savons, les poisons de poisson et
les molluscicides) (Giiglu-Ustiindag et Mazza, 2007) et industrielles (comme agents

tensioactifs et moussants) (San Martin et Briones, 1999).

La toxicité des saponines pour les insectes (activité insecticide), les vers parasites
(activité anthelminthique), les mollusques (molluscicide) et leur activité antifongique,
antivirale et antibactérienne sont bien documentées. Les saponines peuvent influer sur le
systeme immunitaire par leur activité adjuvante, leur capacité a améliorer 1’efficacité des
vaccins administrés par voie orale en facilitant 1’absorption de grosses molécules et leurs

effets immuno-stimulateurs (Cheeke, 1999).

1.3.6. Les terpénoides

Les terpénoides (isoprénoides) représentent la classe la plus vaste et la plus
diversifiée de la myriade de composés que produisent les végétaux. Les plantes emploient
des métabolites terpénoides pour une variété de fonctions de base dans la croissance et le
développement mais utilisent la majorité des terpénoides pour des interactions chimiques
plus spécialisées et la protection dans 1’environnement abiotique et biotique.
Traditionnellement, les terpénoides d’origine végétale ont été utilisés par les humains dans
les industries alimentaire, pharmaceutique et chimique et plus récemment ont été exploités

dans le développement de produits de biocarburant (Tholl, 2015).
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1.3.7. Les alcaloides

Formant un groupe trés large, les alcaloides possédent presque tous une molécule
d'azote (-N—) qui les rend pharmaceutiquement tres actifs (Figure 1). D'autres alcaloides,
comme l'atropine, présente dans la belladone (Atropa belladonna), ont une action directe sur
le corps : activité sédative, effets sur les troubles nerveux (maladie de Parkmson) (Iserin,
2001). De nombreux alcaloides montrent de puissantes activités antimicrobiennes contre

divers microorganismes pathogénes (Bhambhani et al., 2021).
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Figure 1. Structure chimique des alcaloides

Depuis les temps anciens, les alcaloides ont montré de grands effets sur la vie animale
et humaine et font partie intégrante de la nourriture et des boissons consommées dans la vie
quotidienne. En outre, ces composes sont utilisés dans les drogues et les stimulants avec des
activités biologiques de base. Les alcaloides ayant des activités anticancéreuses, comme la
vincristine, la vinblastine et le taxol, sont utilisés efficacement comme médicaments chimio-
thérapeutiques (L.i et al., 2007).

1.3.8. Les coumarines

Les coumarines sont des métabolites secondaires largement répandus dans les plantes
supérieures mais qui ont également été détectés chez certaines espéces microbiennes et
animales. Dans le regne végétal, les coumarines se trouvent a la fois dans les espéces
monocotylédones et dicotylédones et sont produites en abondance dans des familles de
plantes telles que les Umbelliferae, Rutaceae, Compositae, Leguminosae, Oleaceae,
Moraceae et Thymelaeaceae. Les coumarines sont présentes dans différents organes
vegétaux, y compris les feuilles, les fruits, les fleurs et les racines, mais aussi dans les

exsudats des racines des plantes (Loannis et al., 2019).

Les coumarines ont été largement étudiées au cours des derniéres décennies et leurs

activités pharmacologiques se sont avérées allant des antimicrobiennes, molluscicides,
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antivirales (y compris anti-VIH), anticancéreuses, antidépresseures, anti-oxydantes, des
agents anti-inflammatoires et anticoagulants aux maladies cardiovasculaires (Borges et al.,
2005). Elles ont des structures polaires présentes dans les plantes a 1’état libre ou sous forme
de glycosides. Leur capacité a absorber la lumiére UV entraine leur fluorescence bleue
caractéristique (Figure 2.a). Certaines coumarines peuvent étre modifiees par la lumiére
naturelle en raison de leur photosensibilité (Soine, 1964 ; Gnonlonfin et al., 2012). Elles
sont également des 1,2-benzopyrones qui consistent en un anneau de benzéne lié a un anneau
de pyrone et qui sont produits par la voie phénylpropanoide générale (Harborne, 1999;
Bourgaud et al., 2006). Le noyau structurel des coumarines est 2H-1-benzopyran-2-one ou

« coumarine de base » (Figure 2. b).
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Figure 2. : a) Visualisation de coumarines fluorescents produits par les racines de plantes
Col- Arabidopsisthaliana affamées de Fe. b) Structures chimiques de coumarines simples

représentatifs d’origine végétale et de coumarines ayapin (Loannis et al., 2019).

1.3.9. Stéroides et triterpenes

Les triterpénes constituent une part importante des substances lipidiques de toutes les
plantes ; plus de 4000 triterpénoides ont éte isolés. Ces composes sont des précurseurs des
stéroides dans les plantes et les animaux. Les stéroides sont des composants de membranes
dans les plantes. Les triterpénes et les stéroides sont libres sous forme de glycosides ou sous
d’autres formes combinées. Les structures correctes pour beaucoup n’étaient pas disponibles
avant 1940 environ. Les structures des triterpénes et des stéroides peuvent étre subdivisées

en environ 40 types principaux (Seigler, 1998).

Le terme triterpéne désigne trois monoterpénes, et par conséquent, 30 carbones

regroupés en six unités isoprényliques. Selon les espéces végétales, les métabolites
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secondaires appartenant a cette famille sont principalement stockés dans les mitochondries,
les microsomes ou les chloroplastes des cellules. Ces composants et leurs homologues
glycosylés jouent un role crucial dans la protection de la plante contre les insectes, les
champignons et les bactéries. De plus, de nombreux tétranortriterpénes dérivés de squelettes
d’apotirucallane, en perdant une fraction isobutylique, ont prouvé leur activité antiherbivore.
Les stéroides possedent un échafaudage de cyclopenta [a] phénanthréne entierement ou
partiellement réduit, portant parfois des groupes méthyliques a C-10 et C-13. Cependant,
1I’épine dorsale de la chaine latérale au C-17, sa longueur et la stéréochimie de certains de

ses centres chiraux conduisent a différents squelettes stéroides (Sandjo et Kuete, 2013).

1.3.10. Les quinones

Les quinones sont des métabolites secondaires isolés principalement des plantes et
ayant un systeme aromatique (saturé hexacycliquement) di-one ou di-cétone. lls sont
généralement dérivés de 1’oxydation des hydroquinones. Les quinones d’origine naturelle
sont largement répandues et comprennent les benzoquinones, les naphthoquinones, les

anthraquinones et les polyquinones (Moss, 1973 ; Abegaz, 2002 ; Gorman et al., 2003).

Elles ont de nombreuses activités biologiques, notamment neurologiques,
antibactériennes, antiplasmodiques, anti-oxydantes, trypanocides, antitumorales et anti-
VIH, et il a été démontré que ces activités sont liées aux propriétés redox de leurs fonctions

carbonyliques (Eyong, 2008; Kenneth et al., 2013).

1.4. Les activités biologiques

Il a été démontré par de nombreuses études que les plantes médicinales ont des
activités biologiques tres importantes pour le corps humain, a savoir, 1’activité
antioxydante, antibactérienne, anti-fongique, antimalariale, antiparasitaire, anti-
inflammatoire (Ugboko et al., 2020).

1.4.1. L’activité antibactérienne

Les plantes médicinales sont connues pour leur capacité a produire des composés
specifiques naturellement toxiques pour les bactéeries (Basile et al., 1999 ; Rauha, 2000).
Les extraits de plantes ont de multiples modes d'action contre différentes souches
bactériennes et ils sont efficaces contre un large éventail de micro-organismes pathogenes et

non pathogénes, mais généralement leur action se déroule en trois étapes (Dorman, 2000).

10



Synthése bibliographique Les plantes médicinales

¢ Les extraits de plantes attaquent la paroi bactérienne, entrainant une perméabilité
accrue suivie d'une perte de composants cellulaires.

+« Acidification de I'intérieur des cellules, entravant la production de la production
d’énergie cellulaire et la synthése des composants cellulaires et structuraux.

« Détruit le matériel génétique, provoquant la mort des bactéries.
Quand on parle d'activité antibactérienne, on distingue deux actions :

v’ L'activité létale (bactéricide) est la propriété de tuer les bactéries dans des conditions
définies.
v L'inhibition de la croissance (bactériostatique) est l'inhibition temporaire de la

reproduction de la population (Hammer, 1999).

L'activité biologique des extraits de plantes est liée a leurs constituants chimiques, aux
groupes fonctionnels de la plupart des composés (alcools, phénols, terpenes et cétones) et a

leurs effets synergiques (Dorman, 2000).

1.4.2. L’activité anti-oxydante

La recherche de nouveaux antioxydants issus de matiéres végétales a suscité beaucoup
d'intérét au cours des derniéres décennies. L’utilisation des antioxydants synthétiques dans
les industries agroalimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques est suspectée a long terme
d’effets tératogénes, mutagénes et cancérigénes. Les plantes sont une source des
antioxydants naturels. Ces derniers sont apparus comme des alternatives aux antioxydants
synthétiques, et ils sont maintenant généralement préférés par les consommateurs (El -
Kalamouni, 2010). Un antioxydant peut étre défini comme toute substance qui est capable,
a concentration relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats
oxydables et ainsi retarder ou empécher I’oxydation de ces substrats (Comhair et Erzurum,
2002). Ce sont des composés naturels ou synthétiques qui permettent de ralentir le
phénomeéne d’oxydation et protéger le systéme cellulaire contre les effets des processus
potentiellement nocifs qui causent 1’oxydation excessive, en particulier, ils stabilisent les
radicaux libres et les empéchés de poursuivre leurs ceuvres de destruction. lls bloquent
I’initiation en complexant les catalyseurs, en réagissant avec 1’oxygene, ou des agents de
terminaison capables de dériver ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des
produits finis non radicalaires. D’autres en interrompant la réaction en chaine de

peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-Ci ne
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puisse réagir avec un nouvel acide gras. Ces entités neutralisent directement ou
indirectement les especes réactives nocives de I'oxygene. Cependant, le corps humain ne
peut pas assurer la biosynthése de la plupart des antioxydants, en particulier des
antioxydants phénoliques. Il doit donc les trouver dans son alimentation, et leur présence
est indispensable au bon fonctionnement de nos cellules (Madhavi et al., 1996 ; Rolland,
2004).

Les derniéres décennies ont connu une véritable explosion d’articles scientifiques sur
les antioxydants naturels. Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo,
I’activité antioxydante. Ces méthodes se différent entre elles en termes de mécanismes de
réaction, substrat et antioxydant, états des réactions et la forme dont ils sont exprimés les

résultats.
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2.1. L’espéce Thymelaea hirsuta
2.1.1. Généralités

Thymelaea hirsuta communément appelée « Methnane » en Algérie, est un arbuste
persistant appartenant a la famille de plantes a fleurs Thymelaeaceae, originaire de la région
méditerranéenne, du nord de I’Europe centrale et de I’est de 1’ Asie centrale (Rahman et al.,
2012). C’est une espéce méditerranéenne assez commune dans toute I'Algérie, en particulier

le long de la cote (Figure 3) (Quezel et Santa, 1962).

Figure 3. Thymelaea hirsuta

2.1.2. Caractéristiques botaniques

Thymelaea hirsuta est une plante vivace qui ne dépasse pas 1 m de hauteur (Figure
4.A). Sa souche est ligneuse, forte et porte de nombreuses branches retombantes portant de
nombreuses petites feuilles d'environ 6 mm, ovales presque imbriquées, épaisses, luisantes
dessus et cotonneuses dessous (Batanoumy, 2005; Pausas et al., 2006; Jeanmonod et
Gamisans, 2007). Dans des conditions climatiques favorables, la floraison débute en octobre
et dure jusqu'en avril (Jeanmonod et Gamisans, 2007). La plante a des pattes distinctes et
est soit unisexuée soit hermaphrodite (Jeanmonod et Gamisans, 2007; Shaltout et El
keblawy, 1992; Renner, 2001). Selon Dommee et al. (1984), les pieds bisexuels étaient
d'abord masculins, puis féminins. L'abondance de cette catégorie peut indiquer I'importance
de la monoique chez une espéce jusqu'alors considérée comme essentiellement dioique. Les
fleurs de cette plante sont groupées entre 2 et 5 périanthes jaunatres a I’intérieure, blanches,
soyeuses et pubescentes a 1’extérieur (Beniston, 1984 ; Somon, 1987). Les petites fleurs de
5mm polygames et sans bractées se trouvent sur les rameaux ou sur les ramifications
naissantes, subsessiles et insérées les unes a c6té des autres par 1’intermédiaire d’un court

pédicelle sur I’extrémité renflée de 1’axe de I’inflorescence ; le pédicelle et ses longues soies
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recouvrent la base de la fleur. Le calice pétaloide, poilu a I’extérieur, glabre a I’intérieure,
se divise a la partie supérieure en quatre sépales étalés et huit étamines soudées (Cuvier,
1825). Le style filiforme et latéral est terminé par un stigmate Iégérement velu (Villars,
1807; Cuvier, 1825). Deux types de fleurs peuvent étre distingués, males et femelles. Les
fleurs méles verdatres présentent un calice cylindrique (figure 4. B), tandis que les fleurs

femelles sont jaunatres avec un calice bombé (figure 4. C).
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A. Feuilles cotonneuses B. Fleures males C. Fleures femelles

Figure 4. Thymelaea hirsuta

2.1.3. Distribution

Le genre Thymelaea comprend 20 espéces que 1’on trouve autour de la Méditerranée,
et jusqu'en Asie centrale et Pakistan. Sa distribution est principalement
circummeéditerranéenne (Europe Méridionale, Asie du Sud-Ouest, Afrique du Nord). Elle
s’étend cependant a 1’ouest au littoral atlantique du sud de I’Espagne, du sud du Portugal et
du Maroc nord occidental. En Afrique du Nord, la limite sud de son aire coincide a peu prés

exactement avec la bordure du Sahara (Mohammedi, 2013).

Thymelaea hirsuta vit dans les régions méditerranéennes et saharo-arabique, ou
se trouve un climat semi-désertique (les terres arides), dans les lieux rocailleux et sablonneux
ou les rochers siliceux maritimes (Cornara et al., 2005). Selon Shenbrot, (2004),
Thymelaea hirsuta est présente dans la partie méridionale des montagnes centrales du

Néguev ou les précipitations annuelles sont de I’ordre de 180 a 300mm.
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2.1.4. Classification

» Classification botanique

— Regne : Végétale

— Sous régne : Tracheobionta

— Embranchement : Magnoliophyta

— Classe : Magnoliopsida ou Dicotylédones
— Sous classe : Rosidae

— Ordre : Malvales

— Famille : Thymelaeaceae

— Genre : Thymelaea

— Espéce: Thymelaeahirsuta (L.) Endl., 1847

2.1.5. Utilisation traditionnelle

Les usages de T. hirsuta sont diverses, elle est utilisée dans I’industrie du papier
(Schmidt et al, 1983), en médecine traditionnelle, comme antiseptique, anti inflammatoire
et dans le traitement d’hypertension (Le Floc’h, 1983; Azza et al., 2012; Bnouham et al.,
2012; Azza et Oudghiri, 2015).

En Algérie, Tunisie et au Maroc, les parties aériennes de cette plante sont aussi
utilisées comme décoction dans le traitement de différentes pathologies hypoglycémiques et
antidiabétiques (Ziyyat et al., 1997; El Amrani et al., 2009; Trigui et al., 2013). T. hirsuta
est aussi recommandée par les herboristes de la région de Msila (Algérie) dans le traitement
de maladies humaines : Leishmaniose, vermifuge, eczéma (Boudjelal et al., 2013). Ainsi

Thymelaea hirsuta, est utilisée en médecine traditionnelle arabe pour traiter :

v' Les ascaris, les oxyures, les feuilles séchées broyées sont utilisées pour traiter les
infections de la peau et de I'écorce de contribuer a la guérison des plaies.

v La suppression des dents pourries par le rincage de la bouche avec les feuilles
bouillies dans I'eau.

v" Prévenir les avortements chez les chameaux.

v Des études ont montré la possibilité de séparer le matériau de Thymelaea hirsuta
et le stigmastérol qui est un stéroide utilisé pour la fabrication de la progestérone,
une hormone utilisée dans le traitement des fausses couches a répétition chez la
femme (Rizk, 1974).
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2.2. L’espéce Anacyclus pyrethrum
2.2.1. Généralités

Anacyclus pyrethrum (L) est communément appelé pyréthre africain, akarkarha,
tigendesste et igendess est une plante annuelle herbacée appartenant a la famille des
Astéracées a feuilles délicates alternes, a grandes fleurs blanches au ceeur jaune (30 cm de
haut). Originaire d’Algérie, du Maroc et d’Espagne, il a été ensuite introduit au Sri Lanka,
en Inde, en Ukraine, en Allemagne, au Myanmar, en France et en Pologne. On la cultive en
Algérie et on déterre la racine en automne (lIserin, 2000; Vivekanandarajah et
Varatharasan, 2020 ; Jawhariet al., 2020) (Figure 05). Cette espece comprend les deux
variétés Anacyclus pyrethrum var. pyréthre (L) et Anacyclus pyrethrum var. dépressus
(Balle) Maire (Humphries, 1979).

Figure 5. Anacyclus pyrethrum

2.2.2. Caractéristiques botaniques

Anacyclus pyrethrum est une plante vivace appartenant a la famille des Astéracées.
C’est une espece d’une hauteur de 40 a 60 cm, caractérisée par de nombreuses tiges simples
ou petites ramifiées partant du sol, portant des feuilles finement découpées, délicates et

pubescentes.

Ses fleurs a cceur jaune sont constituées de fleurons ligulés blancs a 1’intérieur et
violets a I’extérieur. Les racines sont longues, épaisses, fibreuses, brunes a 1’extérieur et
blanches a I’intérieur. Tous les fruits (akéne) sont chauves ou avec une faible couronne

(Cazin, 2022). L’espece fleurit entre mai et aoft.
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2.2.3. Distribution

On le trouve en Afrique du Nord, en Arabie, en Syrie, en Algérie, ailleurs dans la
région Mediterranéenne et les variétés de cette drogue sont vues dans certains endroits de
I’Inde comme le Jammu-et-Cachemire, Bengale. Il est importé d’ Algérie en Inde. IIs ont de

Iégeres odeur aromatique et goQt piquant persistant (Figure 06) (Usmani et al., 2016).

B Natif Bintroduit
Natif de : Algérie, Maroc, Espagne t"*
[ 4

Introduit dans : France, Allemagne /‘

, Birmanie, Pologne, Ukraine

B

Figure 6. Distribution d’4nacyclus pyrethrum

2.2.4. Classification

— Regne : Plantae

— Division : Spermatophyta

— Sous-division : Angiosperms

— Classe : Dicotyledons

— Sous- classe : Metachlamydae

— Ordre : Companulatae

— Famille : Compositae or Asteraceae
— Genre : Anacyclus

— Espéce : Anacyclus pyrethrum (Annalakshmi et al., 2012).

2.2.5. Utilisation traditionnelle
A. pyrethrum a été utilisée pour traiter plusieurs troubles notamment :

Les infections pulmonaires, les maladies du foie, les maladies du systéme nerveux, le nerf
sciatique, la fievre, le paludisme, la paralysie, 1’épilepsie, le mal de gorge, le rhumatisme,
les rhumes, les névralgies, les maux de dents, I’apnée du sommeil, la diaphorése, la mauvaise
circulation sanguine, les maladies des glandes salivaires, le catarrhe de la téte, le catarrhe

des narines et des voies urinaires et les infections en ethnomédecine (Singh, 2016).
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Elle est également utilisée pour la revitalisation et la vivacité dans I’ Ayurveda (Puri, 2002;
Sharma et al., 2004).

En médecine traditionnelle, les racines d’A. pyrethrum sont recommandées pour :

>

>

Traiter les maux de dents, les sécrétions salivaires, les angines, les troubles digestifs,
la 1éthargie, I’infertilité féminine et méme la paralysie de la langue et des membres.
Elles sont utilisées sous forme de graisses animales a base de creme pour traiter la

goutte et la sciatique (Jawhari et al., 2021).

Les propriétés extraordinaires d’ Akarkara sont répertoriées comme suit:

>

Anti-rhumatismales et Anti-arthritiques: 1l soulage les rhumatisants en
augmentant la circulation.

Antibactériennes et antivirales : il a été également montré qu’il posséde des
propriétés antibactériennes et antivirales et donc il protége d’un grand nombre
d’infections transmises par 1’air et I’eau.

Antibiotiques : il inhibe également la croissance microbienne dans le corps.
Anti-catarrhales : la racine d’Akarkara présente également des propriétés
anticatarrhale, ¢’est-a-dire qu’il expulse le vieux catarrhe.

Digestion : les racines d’ Akarkara aident a la digestion en stimulant la sécrétion de
la salive et d’autres sucs digestifs au fur et a mesure qu’ils descendent dans le tube
digestif.

Diurétique : la propriété diurétique de la racine d’Akarkara augmente la fréquence
et la quantité des mictions, aidant ainsi a détoxifier le corps.

Vermifuge : leur propriétés antibiotiques et antimicrobiennes font également un bon
vermifuge et aider a détruire les vers dans notre intestin.

Sialagogue : il augmente la production et la sécrétion de salive. Ceci peut aider a
digérer les aliments et soulage la bouche séche et est fréeqguemment utilisé pour les
maux de dents (Annalakshmi et al., 2012; Doudach et al., 2012; Selles et al., 2013).
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1. Matériel
1.1. Matériel végetal

Le matériel végétal est composé de deux plantes Thymelaea hirsuta (partie aérienne)
et Anacyclus pyrethrum (les racines) récoltées dans la région de Khenchela au mois de
janvier 2023. Elles ont été authentifiées par Dr. Zeraib, département d’agronomie, Université
Abbes Laghrour —Khenchela.

1.1.1. Séchage et broyage

Aprés la collecte du matériel végétal, les plantes préalablement débarrassees de
toutes poussiéres et toutes autres impuretés, ont été séchées a température ambiante et dans
un endroit aéré et ombragé pendant plusieurs jours. Les matiéres séches obtenues ont été
broyées a I’aide d’un broyeur électrique jusqu’a 1’obtention d’une poudre fine et homogeéne.
Les poudres obtenues sont stockées dans des récipients hermétiqguement fermés a une
température ambiante, dans un endroit sec et a I’abri de ’humidité et de la lumiére jusqu'a

son utilisation au laboratoire (Figure 7).

C. A. pyrethrum séche ] [ D. A. pyrethrum broyée ]

Figure 7. Broyage des plantes collectées (Aggoun et Agaba, 2023)
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1.2. Matériel biologique microbien
Les souches bactériennes

L’activité antibactérienne a été testée sur une gamme de germes couramment
responsables de diverses pathologies. Les souches étudiées et leurs références sont

rapportées dans (le tableau 1).

Tableau 1. Les souches bactériennes étudiées et leurs références

Les souches bactériennes
Gram + Gram -
Souche Reférence Souches Référence
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Escherichia coli ATCC 25922
Bacillus cereus ATCC11778 Pseudomonas ATCC 27853
aeruginosa
Klebsiella pneumoniae ATCC 4352

2. Préparation des extraits méthanoliques des plantes étudiées (Thymelaea hirsuta et

Anacyclus pyrethrum)

L'extrait méthanolique est préparé a partir de poudres végeétales des deux plantes
choisies Anacyclus pyrethrum et Thymelaea hirsuta séchées a l'air libre selon les méthodes
décrites par Basri et Fan. (2005) avec des modifications mineures; 20 g de poudres
végétales ont été mélangées séparément dans 200 ml de méthanol (70 %) dans des béchers
couvris avec du papier aluminium, et le mélange a été agité pendant 72 heures a I’aide d’un

agitateur électrique.

Les mélanges obtenus ont été d’abord filtrés a 1’étamine, puis au papier filtre
Wattman n°1. Les filtrats ont ensuite ét¢ concentrés séparément sous vide a 1’aide d’un

évaporateur rotatif a 40 °C.

Les extraits de méethanol ont été transférés avec soin dans des boites de Pétri en verre
étiquetés pour permettre 1’évaporation des solvants résiduels & température ambiante
pendant 3 & 4 jours. Les extraits séchés ont été par la suite grattés a 1’aide d’une spatule et
conservés dans des bouteilles stériles au réfrigérateur jusqu’a leur utilisation ultérieure

(Figure 8, Figure 9).
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Matériel vegeétal _ .
sec broyé v" Extraction a froid par

maceration au méthanol (72
h)
v Filtration

Résidu végétal @ Filtrat
sec

v Evaporation a sec sous
pression réduit a 40C°

Extrait
méthanolique

Figure 8. Schéma représentatif du protocole de préparation des extraits méthanoliques.
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A. perythrum T. hirsuta

Méthanol 70 % Agitation pendant 72h

20 g de poudre vegétale

\Filtration avec un papier filtre/

Evaporation a sec
sous pression réduit
adoce

AN

Figure 9. Les étapes de préparation des extraits méthanoliques (Aggoun et Agaba, 2023).

3. Détermination de ’activité antibactérienne

Dans cette section, nous recherchons des composés antibactériens synthétisés par les
plantes médicinales Thymelaea hirsuta et Anacyclus pyrethrum connues pour leurs vertus
thérapeutiques. On a utilisé la technique de diffusion en milieux gélosés sur boites de Pétri

en adaptant la méthode des disques décrite par Mouas et al. (2017).

3.1. Préparation de I’inoculum bactérien et des solutions des extraits

Les souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries dans des tubes
a essai contenant la gélose nutritive inclinée et incubées & 37°C pendant 24h pour obtenir
des colonies jeunes et isolées. Apres I’incubation, des suspensions bactériennes d’une
densité optique de 0.5 Mc Farland ont été préparées dans 9 ml d’eau physiologique stérile
(Nafyad et Ameha, 2020). Les deux extraits des plantes ont été dilués a raison de 100 mg/ml
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et 200 mg/ml dans le diméthyle sulfoxyde (DMSO) et homogénéisés a 1’aide d’un vortex

jusqu’a ce que les extraits soient complétement dissous.

3.2. Ensemencement et dépots des disques

L’ensemencement a été réalisé par écouvillonnage en stries serrées sur des boites de
Pétri contenant la gélose Muller Hinton. Il a été effectué de telle sorte a assurer une
distribution homogeéne des bactéries sur les boites a I’aide d’un écouvillon stérile. Ensuite,
des disques stériles (6 mm de diameétre) imprégnés de 20 ul de différentes concentrations
des solutions d’extraits méthanoliques ont été¢ déposés a 1’aide d’une pince stérile dans les
boites de pétri coulées. Un disque imprégné du 20 pl de DMSO est également déposeé sur les
boites (témoin négatif). Ces derniéres ont été ensuite fermées et laissées diffuser a
température ambiante pendant 30 mn et incubées a 1’étuve a 37°C pendant 24 heures

(Okombe et Nzuzi, 2019).

Tous les essais ont été répétés trois fois pour assurer 1’exactitude des résultats et le

résultat représente la moyenne des 03 répétitions.

3.3. Lecture

La lecture des résultats a été effectuée aprés 24 heures d’incubation par la mesure
des diamétres des zones d’inhibition autour de chaque disque a I’aide d’une régle en (mm).
Le diamétre détermine I’efficacité de la matiére active. Selon le diamétre les souches sont
classées en ;
» Non sensible (-) ou résistante : diametre moins de 8 mm.
» Sensible (+) : diamétre entre 9 a 14 mm.
» Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19 mm.

» Extrémement sensible (+++) : diamétre plus de 20 mm (Ponce et al., 2003).

4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI

La concentration inhibitrice minimale a été évaluée pour les deux extraits
méthanoliques selon la méthode décrite par Esimone et al. (2012) avec quelques

modifications.

La CMI de chaque extrait a été déterminée en utilisant les concentrations (0,390 ;
0,781 ;1,562 ;1,562 ; 3,125 ; 6,25 ; 12,5 ; 25 et 50 mg/ml) des extraits en utilisant la méthode

de dilution en bouillon. 4 mL de bouillon nutritif ont été injectés dans chacun des 8 tubes a
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essai. 0,1 ml des dilutions successives des concentrations d’extrait méthanolique préparées
ont ét¢ mélangés avec le bouillon nutritif. Par la suite, 0,1 ml de I’inoculum des souches
pathogénes indicatrices ajusté a 0.5 Mc Farland a été transféré dans chacun des tubes
contenant le bouillon nutritif et I’extrait étudié. Ensuite, tous les tubes a essai ont été incubés

a 37 °C pendant 24 h.

La CMI a été déterminée comme étant la plus faible concentration qui inhibait toute

croissance bactérienne visible a I’ceil nu (absence de turbidité) (Dike-Ndudim et al., 2016).

5. Détermination de D’activité antioxydante ; test de piégeage du radical libre DPPH
(2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)

Cette méthode repose sur la mesure de la capacité des anti-oxydante a piéger les
radicaux libres de DPPH (Benhamou et al., 2009). Au cours de cette étude, I'effet de chaque
extrait sur la DPPH a été mesuré. En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH.
(2.2 diphenyl 1 picryl hydrazyl) de couleur violette se réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl
hydrazine de couleur jaune (Maataoui et al., 2006). L’activité du balayage du radical DPPH

a été mesurée selon le protocole décrit par Mansouri et al. (2005).
Manipulation

+ Une solution de DPPH a été préparée en dissolvant 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de
méthanol (6 x 10 -5 M).

+ Ensuite, 25 ul de solutions d’extraits ou de standard (acide ascorbique) ont été ajoutés a
975 ul de solution méthanolique de DPPH.

+ Le mélange a été laissé dans I'obscurité pendant 30 min et la décoloration a été mesurée
a 517 nm par rapport a un contréle négatif contenant une solution de DPPH et le
méthanol.

+ Nous avons utilisé différentes concentrations (0,5 ; 1 ; 1,5 ; 2 et 2,5mg/ml) des
échantillons étudiés en méme temps que le contrdle positif I’acide ascorbique.

+ Pour préparer les dilutions nous avons utilisé la formule C1V1 = C2V2 (Figure 10).

Le control négatif a été préparé de la méme fagon sauf que I’extrait est remplacé par

le solvant :

» 975 ul de solution méthanoliques de DPPH+ 25 ul de méthanol, le mélange est laissé a

I’obscurité pendant 30 min.
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+ Le blanc utilisé pour le calibrage a été constitué de 1 ml de méthanol.
+ Lecture
Le pourcentage d’inhibition (I %) du radical DPPH par les extraits a été estime selon

I'équation suivante :

1% = Abs blanc — Abs echentillon X100
0~ Abs blanc

Abs Blanc : Absorbance du control négatif lue a 517 nm.

Abs échantillon : Absorbance de I’échantillon lue 4 517 nm.

0,975 ml solution
méthanolique du
DPPH

0,025 ml de I’extrait
(2,5-0,5mg/ml)

_____________

' Incubation 30~
| min a ’obscurité -~

C Lecture a 517 nm )

Figure 10. Protocole du teste de piégeage du radicale de DPPH

6. Screening phytochimique

Le screening phytochimique est un moyen pour mettre en évidence la présence des
groupes de familles chimiques présentes dans une drogue donnée (alcaloides, tanins,
flavonoides, saponines, terpénes, composes reducteurs). Les tests de caractérisation sont
basés en partie sur I’analyse qualitative, soit sur la formation de complexes insolubles en
utilisant les réactions de précipitation, soit sur la formation de complexes colorés en utilisant

des réactions de coloration (Badiaga, 2011).
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Chacun des tests a été appliqué aux deux extraits méthanoliques des deux plantes
étudiées. Ces tests ont été réalisés selon les méthodes décrites par Harborne, (1998);
Bruneton, (1999), karumi et al. (2004); Rosine et Momo, (2009).

» Test des composés phénoliques

0,1g de chaque extrait a été dissout dans 3ml de méthanol et 5 gouttes de FeCl3 a 2%
y ont été ajoutées. La présence des composes phénoliques a été marquée par I'apparition de

la couleur bleue-verdatre.
> Test des flavonoides

Dans un bécher, 10 g de poudre seche a été immergé dans 150 ml de HCL dilué (1%),
le bécher a été recouvert du papier d'aluminium et soumis a une agitation pendant 24 heures.

Ensuite le mélangé a éteé filtre et procédé au test suivant :

10 ml du filtrat a été alcalinisé avec le NHsOH a 10 % goutte a goutte. L’obtention d’un

précipité confirme la présence des flavonoides.
» Test des saponines

5 ml d’extrait méthanolique a été vigoureusement agité avec 10 ml d’eau distillé pendant
2 min. L’apparition de mousse qui persiste pendant 15 min confirme la présence de

saponines
» Test des tanins

Pour la détermination des tanins, 2 ml d’extrait a été placé dans un tube a essai, du
réactif de chlorure ferrique (FeClz a 1%) (0,5 ml) a été ajouté. Un précipité bleu-noir ou vert

foncé confirme la présence des tanins.
» Test des quinones libres

Quelques gouttes de NaOH a 10% ont été ajoutées a 5 ml d’extrait ; le virage de la

couleur de au jaune, rouge ou violet témoigne de la présence des quinones.
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> Test des coumarines : fluorescence UV

Dans deux tubes a essai 1 ml d’extrait a été introduit. Dans un des tubes a essai, 0,5
ml d'hydroxyde d'ammonium (NHsOH) dilué a 10 % a été additionnée en temps que le

deuxiéme tube non traité au NH4sOH a été servi comme un témoin.

Ensuite une goutte de chaque solution préparée a été déposée sur un papier filtre et
I”'apparition d'une fluorescence intense sous lumiére ultraviolette (366 nm) indique la

présence de coumarines.
» Test des stérols et tritérpénes (test de Liebermann-Burchard)

0,5 ml d’anhydride acétique a été ajouté a 5 ml d’extrait de chaque plante avec 0,5
ml d’acide sulfirique (H2SO4). Aprés incubation pendant 15 min, la couleur qui vire du violet

au bleu ou au vert dans certains échantillons indique la présence de stéroides et tritérpenes.
» Test des composés réducteurs

2 ml d’extraits ont été placés dans des tubes a essai et 5 ml du mélange de volumes
égaux de la solution Fehling A et B ont été ajoutés et bouillis dans un bain-Marie pendant 2

min. la présence d’un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs.
» Test des terpenoides (Test de Salkowski)

5 ml de chaque extrait ont été mélangés avec 2 ml de chloroforme, et du H2S04
concentre (3 ml) a été soigneusement ajoutée pour former une couche. Une coloration brune
rougeatre de l’interface qui se forme révéle un résultat positif pour la présence de

terpénoides.
> Test des alcaloides

1ml de chaque extrait a été placé dans un tube a essai et des gouttes d'acide chlorhydrique
dilué a 1 % y ont été ajoutées. Ensuite, la moitié du volume de mélange a été traité avec le
réactif de Mayer (0,5 ml), tandis que I’autre portion a été traitée de la méme fagon avec le
réactif de Wagner. La turbidité ou la précipitation blanche ou brune avec ces réactifs sont

considérées comme un témoin de la présence d’alcaloides.
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» Test des anthraquinones
5 ml d’extrait a été mélangé avec 5 ml d'hydroxyde d'ammonium (NHsOH dilué a 10 %).
Le mélange a été soumis une agitation dans laquelle la présence des anthraquinones est

confirmé par I’apparition d'une couleur violette.

28



Chapitre 11 :

Résultats et discussion




Partie expérimentale Résultats et discussion

1. Résultats
1.1. Résultats de Pactivité antibactérienne

Plusieurs travaux ont été menés sur le pouvoir antibactérien des extraits de plantes.
Lors de cette étude, I’activité antibactérienne des extraits méthanoliques de deux espéces
vegetales (Thymealaea hirsuta et Anacyclus pyrethrum) a été évaluée vis-a-vis de quelques
souches bactériennes pathogenes. Aprés 24 heures d’incubation a 37°C, les diamétres des
zones d’inhibition observés autour des disques imprégnés des différents extraits de plantes
étudiées ont été mesurés. Les resultats obtenus sont présentés dans les figures ci-dessus
(Figures 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 et 20).

Les résultats de D’activité antibactérienne des extraits méthanoliques vis-a-vis
d’E. coli sont illustrés ci-dessous (Figures 11 et 12). L’examination de la figure 11 a montré
une activité inhibitrice significative de I’extrait de T. hirsuta vis-a-vis de la souche testée en
fonctions des deux concentrations testées (200 mg/ml et 100 mg/ml) avec des diameétres
d’inhibition qui correspondent a 17,33+£1,15 mm et 15,00+1,73 mm respectivement. Par
ailleurs, la souche testée a montré une faible sensibilité¢ a I’extrait d’A. pyrethrum a la

concentration de 200mg/ml avec un diamétre de 9+0 mm. Le témoin DMSO est négatif.

La moyenne des diameétres des zones d'inhibition vis a vis d"Escherichia coli

Diamétre en fonction des deux concentrations
(mm)
20
18 ® Anacyclus
16 pyrethrum
1‘21 ® Thymelaea hirsuta
10 DMSO
8
6
4
2 concentration
0 (mg/ml)
100 mg/ml 200 mg/ml DMSO

Figure 11. La moyenne des diamétres des zones d’inhibition des extraits vis-a-vis

d’Escherichia coli en fonction des deux concentrations.
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(@) (b)

Figure 12. Résultats d’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits de T. hirsuta (a)

et A. pyrethrum (b) vis-a-vis d’E. coli.

Les résultats de 1’activité antibactérienne de 1’extrait de T. hirsuta ont révélés un effet
inhibiteur important vis-a-vis de Bacillus cereus dont les diamétres d’inhibition enregistrés
étaient de 19.66+0.57 mm et 16.33+1.15mm pour les deux concentrations 200 mg/ml et100
mg/ml respectivement. En revanche, la souche testée a montré une résistance a I’extrait d’A.
pyrethrum (Figures 13 et 14). Il est a noté que cette souche est classée comme la plus

sensible par rapport aux autres souches testées.

Diamétre La moyenne des diametres des zones d'inhibition vis a vis de Bacillus
(mm) cereus en fonction des deux concentrations
25
20
15 m Anacyclus
pyrethrum
10 B Thymelaea hirsuta
5 = DMSO
0
100 mg/ml 200 mg/ml DMSO concentration
(mg/ml)

Figure 13. La moyenne des diamétres des zones d’inhibition des extraits vis-a-vis de B.

cereus en fonction des deux concentrations.
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(b)

Figure 14. Résultats de 1’évaluation de 1’activité antibactérienne des extraits de T. hirsuta

(@) et A. pyrethrum (b) vis-a-vis de la souche B. cereus.

Les figures 15 et 16 ont illustré clairement l'activité inhibitrice de I'extrait de T.
hirsuta vis-a-vis de la souche Pseudomonas aeruginosa. Les résultats montrent des valeurs
des diamétres d'inhibition de 14,66+0,57 mm et 14+00 mm pour les concentrations 200
mg/ml et 100 mg/ml respectivement. En revanche, aucune activité inhibitrice n'a été

observée avec l'extrait d’A. pyrethrum a 1’égard de la souche testée.

Diamétre la moyenne des diametres des zones d'inhibition vis a vis de
(mm) Pseudomonas aeruginosa en fonction des deux concentrations
14
12 ® Anacyclus
pyrethrum
10 B Thymelaea
8 hirsuta
6 = DMSO
4
2
0 concentration
100mg/ml 200mg/m DMSO (mg/ml)

Figure 15. La moyenne des diamétres des zones d’inhibition des extraits testés vis-a-vis de

P. aeruginosa en fonction des deux concentrations.
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Figure 16. Résultats de 1’évaluation de 1’activité antibactérienne des extraits de T. hirsuta

(@) et A. pyrethrum (b) vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa.

Selon la figure 17 et la figure 18, les résultats indiquent une résistance de la souche
K. pneumoniae a l'extrait d’A. pyrethrum, contrairement a 1’extrait de T. hirsuta qui a révélé
un effet inhibiteur a 1’égard de la souche testée dont les valeurs des diameétres des zones
d’inhibition de diameétre enregistrés étaient de 16+01 mm et 14+00 pour les concentrations

200 mg/ml et 100 mg/ml respectivement.

L la moyenne des diameétres des zones d'inhibition des extraits testés vis a vis
(Dr;artrrge”e de Klebsiella pneumoniae en fonction des deux concentrations
18
16
14
12
10 ® Anacyclus pyrethrum
8 = Thymelaea hirsuta
6 = DMSO
4
2
0 concentration
100 mg/ml 200 mg/ml DMSO (mg/ml)

Figure 17.La moyenne des diamétres des zones d’inhibition des extraits testées vis-a-Vis

de K. pneumoniae en fonction des deux concentrations.
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(a) (b)
Figure 18. Résultats de 1’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits de T. hirsuta

(@) et A. pyrethrum (b) vis-a-vis de la souche K. pneumoniae.

Les résultats illustrés dans la figure 19 et la figure 20 ont révélés que 1’extrait de T.hirsuta
a montré un effet inhibiteur vis-a-vis de S. aureus avec des diametres d'inhibition mesurés
qui correspondent a 12,66+0,57 er 10,66+0,57 mm pour les concentrations 200 mg/ml et 100
mg/ml respectivement. En revanche, l'extrait d’A.pyrethrum n’a montré aucun effet
inhibiteur observable. Par ailleurs, aucune souche testée n’a été inhibée par le DMSO utilisé

comme témoin négatif.

La moyenne des diamétres des zones d'ihnibition vis a vis de Staphylococcus
Diamétre aureus en fonction des deux concentrations
(mm)
12
m Anacyclus
10 pyrethrum
8 ® Thymelaea
hirsuta
6 = DMSO
4
2
0 concentration
100 mg/ml 200 mg/ml DMSO (mg/ml)

Figure 19. La moyenne des diamétres des zones d’inhibition des extraits testés vis-a-vis de

S. aureus en fonction des deux concentrations.
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(b)

Figure 20. Résultats de 1’évaluation de 1’activité antibactérienne des extraits de T. hirsuta

(@) et A. pyrethrum (b) vis-a-vis de la souche S. aureus.

1.2. Résultats de la concentration minimale inhibitrice CMI

Dans la présente étude, la CMI de I’extrait de ’espéce végétale Thymelaea hirsuta a été
évaluée par la méthode de série de dilution de concentrations décroissantes. Elle a éte
déterminée en sélectionnant la plus faible concentration d’extrait méthanolique qui a inhibé
completement la croissance des micro-organismes dans le milieu liquide, détectée par 1’ ceil
nu. Sa détermination a été estimée par observation du trouble induit par la croissance des
micro-organismes étudiés dans chaque tube.

Les résultats de la détermination de la CMI pour I’extrait méthanolique de T. hirsuta par
rapport aux especes bactériennes pathogénes d’essai sont présentés dans la figure 21 et la

figure 22 et illustrés dans le tableau 02.
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e 1R 'V ‘
T ~~‘ ) .

o IR

Figure 21. Résultats de CMI de ’extrait méthanolique de T.hirsuta vis-a-vis des souches
sensibles : a) E. coli b) p. aeruginosa, c¢) B. cereus, d) S. aureus, €) K. pneumoniae.
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Tableau 2. Les valeurs de la CMI de D’extrait de T. hirsuta vis-a-vis des souches

sensibles.
T. hirsuta Les concentrations en mg/ml
L‘:stzz:fl:: 0390 0781 1562 3125 625 125 25 50
B. cereus 0 + + + it + -
K. pneumoniae + + + + + + +
E. coli + + + i + + +
P. aeruginosa + + + + + + + +
S. aureus + + + o + + +
(-) absence de croissance (+) présence de croissance

la concentration minimale inhibitrice (CMI) d'extrait de T.hirsuta
vis-a-vis les souches bacteriennes sensibles

@

c 120

E e

E %’ 100 —

E2 80 —

S fg 60 ~ mB.cereus

ST 40 — )

g £ o l l ~ mE.coli

§ g 0 - m S.aureus

cC - .

3 o> o o» W & K.pneumoniae
o) S (\QJ&‘\ &,JN P.aeruginosa

. ¢

les souches bactériennes

Figure 22. La concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’extrait de T. hirsuta vis-a-vis

des souches bactériennes sensibles.

D’aprés la figure 21, 11 a été observé une diminution progressive de 1’intensité du
trouble induit par la croissance des bactéries au fur et a mesure que la concentration de
I’extrait méthanolique augmentait dans les tubes expérimentaux. La figure 22 présente les
résultats de I'évaluation de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de I'extrait de T.
hirsuta vis-a-vis des différentes souches bacteriennes sensibles. Nos observations indiquent

que la souche Bacillus cereus a été notée la plus sensible a I'extrait, avec une valeur de CMI
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de 25 mg/ml. Cela suggere une forte activité inhibitrice de I'extrait a I’égard de cette souche.
Par ailleurs, les souches Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Klebsiella pneumoniae
ont montrés une sensibilité modérée a I'extrait de T. hirsuta, avec une valeur de CMI égale
a 50 mg/ml. Ces résultats indiquent que ces souches bactériennes nécessitent une
concentration légérement plus élevée de I'extrait pour inhiber leur croissance. En revanche,
la souche Pseudomonas aeruginosa a montré la plus grande valeur de CMI, qui correspond
a 100 mg/ml, suggérant une resistance plus élevée a I'extrait de T. hirsuta. Cela peut indiquer
que cette souche présente une sensibilité moins importante a I'extrait ou possede des

mécanismes de résistance spécifiques.

1.3. Résultats de ’activité anti-oxydante
Test de piégeage du radical libre DPPH

Le test du pouvoir antioxydant a été réalisé sur les extraits méthanolique des espéces
végeétales T. hirsuta et A. pyrethrum avec la méthode du DPPH.

Les résultats ont été exprimeés en pourcentage d’inhibition (1%) et illustrés dans les
figures 23, 24, et 25. Les valeurs de I’IC50 ont été déterminées graphiquement par la

régression linéaire et rapportées dans le tableau 03.

Pl %
60
50 y = 20,94x - 5,645 °
R2=0,942 . ]

“ o
30 _ :
20 ‘
10 ® 0

0

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
C(mg/ml)

Figure 23. Courbe de pourcentage d’inhibition de DPPH par 1’extrait méthanolique de T.

hirsuta en fonction des concentrations décroissantes.
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Figure 24. Courbe de pourcentage d’inhibition de DPPH par I’extrait méthanolique d’A.

pyrethrum en fonction des concentrations décroissantes.
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Figure 25. Courbe de pourcentage d’inhibition de DPPH par le standard 1’acide

ascorbique.
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Tableau 3. Les valeurs de I’IC 50 des extraits et standard

Extrait / Standard IC 50 (mg /ml)

Thymelaea hirsuta 2 ,656
Anacyclus pyrethrum 2,306

Acide ascorbique 1,881

Les résultats du pouvoir antioxydant des extraits testés révelent que l'extrait
méthanolique de T. hirsuta a montré un pourcentage d'inhibition de 49,16% a une
concentration de 2,5 mg/ml. En revanche, I'extrait méthanolique d’A. pyrethruma présenté
un pourcentage d'inhibition légérement supérieur, atteignant 53,38% pour la méme

concentration.

Ces résultats indiquent que les deux extraits ont démontré des capacités antioxydantes
significatives, ce qui suggére leur capacité a neutraliser les radicaux libres responsables du
stress oxydatif. Les valeurs d’IC50 déterminées en mg/ml exprimant la concentration
efficace et nécessaire de 1’extrait antioxydant pour le piégeage et la réduction de 50% de
moles de DPPH en dissolution dans du méthanol. Selon les résultats enregistrés dans le
tableau 03, les extraits méthanoliques de T. hirsuta et A. pyrethrum sont dotés d’un pouvoir
antioxydant modéré, leur IC50 est de 2,656 et 2,306 mg/ml respectivement mais relativement

supérieure que celle d’acide ascorbique dont la valeur est de I’ordre de 1,88 1mg/ml.

1.4. Résultats de screening phytochimique

Les tests phytochimiques réalisés sur les extraits méthanoliques des deux plantes
T. hirsuta et A. pyrethrum ont confirmés la présence de plusieurs familles de composés actifs

dont les résultats sont présentés dans le tableau 04 et la figure 25.

Le screening phytochimique réalisé sur les extraits méthanoliques d'A. pyrethrum et
T. hirsuta a réveéle la présence de metabolites secondaires dans ces plantes. Les composés
phénoliques, les flavonoides, les saponosides, les tannins, les quinones libres et les
terpénoides ont été détectés dans les deux extraits. En revanche, les alcaloides, les composés
réducteurs et les anthraquinones ont été signalés comme absents dans les extraits des deux
plantes. Les coumarines ont été détectées seulement dans 1’extrait de T. hirsuta et marquées

comme absentes dans I’extrait d’A. pyrethrum.
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Tableau 4. Résultats des tests phytochmiques sur les extraits méthanoliques étudiés

: —
Le test Extrait de T. Extrait ’A. Observation
hirsuta pyrethrum

. Apparition d’une couleur
Flavonoides ++ e PP .

Apparition d’une couleur
vert foncé

Tannins ++ +

Coumarines +++ - Fluorescence intense

Composés Absence de précipite
réducteurs rouge brique

_ Absence d’une

(-) : Test négatif (+) : Test faiblement positif (++) : Test positif (+++) : Test fortement positif
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Figure 26. Résultats des tests phytochimiques réalisés sur les extraits méthanoliques de T.
hirsuta et A. pyrethrum.

2. Discussion
2.1. Activité antibactérienne

Au cours de cette étude, 1’activité antibactérienne des extraits méthanoliques de deux
especes vegétales (Thymelaea hirsuta et Anacyclus pyrethrum) a été évaluée vis-a-vis de
cing souches bactériennes pathogenes. Les résultats obtenus sur I'évaluation de l'activité
antibactérienne de I'extrait de T. hirsuta ont révélé que les bactéries a Gram positif, telles
que Staphylococcus aureus et Bacillus cereus ont montré une sensibilité a I'extrait de T.
hirsuta, ce qui indique son efficacité contre des bactéries pathogenes couramment associés
a des infections bactériennes a Gram positif. De méme, 1’extrait a montré une activité

antibactérienne vis-a-vis des bactéries a Gram négatif, comme Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae. Par conséquent, cet extrait présente une
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activité inhibitrice a large spectre, ce qui suggere son potentielle utilisation en tant qu'agent
antibactérien polyvalent. Ces résultats corroborent ceux de Trigui et al. (2012) qui ont
révélés une activité antibactérienne de I’extrait éthyle acétate de T. hirsuta tunisienne vis-a-
vis de toutes les souches testées Gram (+) et Gram (-) avec des zones des diameétres
d’inhibition qui varient de 9,00 a 17 mm. Hanoun et al. (2023) ont montré également que
I’extrait méthanolique de T. hirsuta récoltée dans la ville de khenchela-Algérie posséde un
effet inhibiteur intéressant vis-a-vis des souches bactériennes multirésistantes associées a

des infections cutanées isolées a partir des prélévements de pus cutané.

En revanche, nos résultats ne sont pas similaires aux études réalisées par kadi et al.
(2017), qui ont rapportés une résistance de quelques souches testées (Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa) a I’extrait méthanolique de la partie aérienne de T. hirsuta

récoltées dans la région de Batna (Algérie).

Par ailleurs, d’autres études ont montré que généralement les bactéries a Gram positif
sont plus de sensibles aux extraits végétaux par rapport aux bactéries a Gram négatif. Ceci
est expliqué par les différences observées et attribuées a la composition chimique et la
structure de la paroi cellulaire des deux types de microorganismes (Krimat et al., 2014).
Simpson et Trempt, (2019) ont rapportés que la paroi des cellules a Gram négatif est
caractérisée par la présence de deux membranes cellulaires et le lipopolysaccharide
glycolipidique spécialisé (LPS), qui se trouve exclusivement a la surface de la membrane
externe. La couche superficielle de LPS contribue aux propriétés de perméabilité strictes de
la membrane externe. D’autres ¢tudes ont indiqué le réle de la membrane externe dans la
paroi bactérienne a Gram négatif comme barriere de perméabilité pour conférer une

résistance aux antibiotiques (Valle et al., 2016).

D’autre part, les résultats obtenus sur I'évaluation de l'activité antibactérienne de
I'extrait des racines d’A. pyrethrum ont révélé que seulement E. coli a montré une faible
sensibilité a I’extrait a la concentration de 200 mg/1 et que les autres souches testées étaient
résistantes. Ces résultats ne sont pas en accord avec les travaux de Jalayar et al. (2016) qui
ont montré que I’extrait méthanolique d’Anacyclus pyrethrum n’a aucun effet inhibiteur sur
E. coli a des concentrations de 10 a 200 mg/ml et qui ont indiqué que la zone d’inhibition a
été observée avec 300 a 1000 mg/ml. En revanche, les études de selles et al. (2012) ont
indiqué que I’extrait méthanolique de la partie aérienne d’A. pyrethrum a révélé une activite

antibactérienne vis-a-vis des souches a Gram positif, S. aureus et B. cereus avec des
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diameétres des zones d’inhibition de 20 et de 16 mm respectivement, contrairement aux
souches & Gram négatif, E. coli et P. aeruginosa qui étaient résistantes au extrait testé.
Kumar et Lalitha, (2012) ont rapporté également un potentiel antibactérien tres efficace
d’extrait alcoolique pure des racines d’A. pyrethrum vis-a-vis d’Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae et Staphylococcus aureus avec des diamétres des zones d’inhibition qui varient

entre 10 et 20 mm.

2.2. Activité anti-oxydante

Les résultats du pouvoir antioxydant des extraits testés ont indiqué que Il'extrait
méthanolique de T. hirsuta a montré un pourcentage d'inhibition de 49,16% a une
concentration de 2,5 mg/ml, et que I'extrait méthanolique d’A. pyrethrum a montré un
pourcentage d'inhibition légérement supérieur, atteignant 53,38% pour la méme
concentration. D’autre part, les extraits méthanoliques de T. hirsuta et A. pyrethrum sont
dotés d’un pouvoir antioxydant modéré, leur IC50 est de 2,656 et 2,306 mg/ml
respectivement mais relativement supérieure que celle d’acide ascorbique dont la valeur est
de I’ordre de 1,88 1mg/ml. Nos résultats de I’activité anti-oxydante de 1’extrait méthanolique
de T. hirsuta ont révélés que notre valeur d’IC 50 est supérieure a celle trouvée par Tlili et
al. (2019), qui ont indiqué également le pouvoir antioxydant de I'extrait méthanolique de
Thymelaea hirsuta et qui ont rapporté une valeur d’IC50 (concentration inhibitrice a 50%)

de 1,90 + 0,015 mg/ml, indiquant une forte activité antioxydante de I'extrait.

Amari et al. (2014) ont rapporté des résultats montrant de grands effets antioxydants
des extraits aqueux des fleurs et de feuilles de T. hirsuta provenant de I'ouest de I'Algérie.
Leurs études ont révélé des pourcentages éleves d'effet antioxydant a une concentration de
8 mg/ml, avec des valeurs de 90,83% pour les fleurs et 71,90% pour les feuilles. Ces
pourcentages d'effet antioxydant sont supérieurs a ceux obtenus dans notre étude. Cette
différence pourrait étre due aux concentrations plus élevées utilisées dans les tests
antioxydants (8 mg/ml). De plus, les méthodes d'extraction, la partie de la plante et les
solvants utilisés peuvent également influencer les résultats. D’autre part, des études réalisées
sur I’extrait éthanolique de la partie aérienne de Thymelaea hirsuta récoltée dans la Tunisie
ont révélé une faible activité antioxydante avec une valeur d’IC50 égale a 3,025 mg/ml en
comparaison aux standards : I’acide ascorbique, le BHT et le Quercetin avec des valeurs
d’IC50 qui correspondent a 0,240, 0,840 et 0,280 mg/ml respectivement (Akrout et al.,
2011).
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Quant aux résultats de 1’activité anti-oxydante d'Anacyclus pyrethrum, nos valeurs
d’IC50 sont supérieures a celles rapportées par Jwahri et al. (2021) qui ont réalisé leur étude
sur l'extrait d'Anacyclus pyrethrum de deux variétes différentes, A. P var. pyrethrum et A. P
var. depressus, provenant de la région de Timahdit au Maroc, et qui ont indiqué des valeurs
d’IC50 de 0,18 + 0,005 mg/ml pour A. P var. pyrethrum et de 0,07 + 0,0007 mg/ml pour
I'extrait de A. P var. depressus. Ces valeurs d'IC50 indiquent une forte capacité antioxydante
de ces extraits d’Anacyclus pyrethrum. Les travaux de Selles et al. (2012) ont fourni des
résultats qui confirment I'activité de balayage des radicaux libres de I'extrait méthanolique
de la partie aérienne d'A. pyrethrum en Algérie. Leur étude a révélé une valeur d'IC50
exceptionnellement faible de 0,056 mg/ml, ce qui indique une forte activité antioxydante de
cet extrait. De plus, au cours des études qui ont mené par Manouze et al. (2017) pour
déterminer le pouvoir antioxydant de I'extrait méthanolique et aqueux des racines d'A.
pyrethrum récoltées dans la région de Marrakech, au Maroc. Les chercheurs ont utilisé trois
méthodes d'évaluation : DPPH, FRAP et BCB. Selon les résultats de la méthode DPPH,
I'extrait méthanolique a démontré un effet antioxydant significatif, avec une valeur d'1C50

égale a 12,38 pg/ml.

Ces résultats sont concordants avec notre étude, mettant en évidence le pouvoir
antioxydant significatif des extraits d'Anacyclus pyrethrum. Bien que les valeurs d'1C50
puissent varier Iégérement entre les études en raison de différentes conditions expérimentales
et de variations naturelles dans les plantes, la tendance globale d'une activité antioxydante

importante est similaire.

2.3. Screening phytochimique

Les résultats du screening phytochimique réalisé sur les extraits méthanoliques d'A.
pyrethrum et T. hirsuta ont montré la présence des composés phénoliques, des flavonoides,
des saponosides, des tannins, des quinones libres et des terpénoides dans les deux extraits.
Tandis que les alcaloides, les composés réducteurs et les anthraquinones ont été absents dans
les extraits des deux plantes. Les coumarines ont été détectées seulement dans 1’extrait de T.

hirsuta et marquées comme absentes dans ’extrait d’A. pyrethrum.

Mis a part les alcaloides qui étaient absents dans notre extrait, la présence de tous les
autres metabolites secondaires détectés dans T. hirsuta au cours notre étude a été également

confirmée par 1’étude de Kadi et al. (2017) réalisée sur la partie aérienne de T .hirsuta.
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Par ailleurs, les travaux de Amari et al. (2014) ont montré que 1’analyse
phytochimique qualitative et quantitative des feuilles, des fleurs et des tiges de T. hirsuta ont
réveélé la présence de tous les métabolites recherchés et 1’absence des quinones libres et des
composés réducteurs dans la tige. D’autre part, 1’étude phytochimique réalisée par Cherrat
et al. (2017) réalisé sur les racines, les feuilles et les fleurs de I’extrait méthanolique
d’Anacyclus pyrethrum a montré que les racines sont riches en tanins, saponosides,
coumarines, stéroles et triterpénes et en composés réducteurs tandis que les flavonoides sont

absents dans les racines mais présents dans les feuilles et les fleurs.

Un large éventail des composés phytochimiques se sont avérés étre des agents
antibactériens potentiels. L’activité antibactérienne des flavonoides peut étre exercé par
différents mécanismes tels que I’inhibition de la synthése des acides nucléiques, 1’inhibition
de la fonction de la membrane cytoplasmique, I’inhibition du métabolisme énergétique,
I’inhibition de la fixation et de la formation de biofilm, 1’inhibition de la porine sur la
membrane cellulaire, la modification de la perméabilité de la membrane et 1’atténuation de
la pathogénicité (Xie et al., 2014). Les polyphénols participent dans le traitement des
infections et possédent non seulement une activité antimicrobienne, mais aussi des activités
antioxydantes, anti-inflammatoires et anticancéreuses, Leur mécanisme d’action est trés
diversifié, ciblant la paroi cellulaire, la membrane lipidique, les récepteurs membranaires et
les canaux ioniques, les métabolites bactériens et la formation de biofilm. Des effets
synergiques ont également été démontrés pour certaines combinaisons de polyphénols et
d’antibiotiques (Alvarez-Martinez et al., 2020). Les tanins ont un large éventail d’effets
biologiqguement intéressants, y compris les propriétés antibactériennes et anti-
inflammatoires. Le mécanisme antibactérien de 1’action des tanins comprend ; la chélation
du fer, I’inhibition de la synthese de la paroi cellulaire et la perturbation de la membrane
cellulaire et I’inhibition des voies biosynthétiques des acides gras. Les tanins peuvent
¢galement influencer 1’expression génétique des facteurs de virulence (biofilms, enzymes,
adhésines, motilité et toxines) et agir comme inhibiteurs du quorum sensing (Kovac et al.,
2022). Les saponines montrent I’activité antimicrobienne en inhibant la croissance du micro-
organisme Gram (+) ou Gram (-). Cependant, certaines saponines ne sont pas efficaces
contre les micro-organismes Gram (-) parce qu’elles ne peuvent pas pénétrer dans les

membranes cellulaires des micro-organismes (Desai et al., 2009).
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Conclusion et perspectives

La phytothérapie se concentre sur I'utilisation des extraits de plantes pour traiter ou
prévenir les maladies. Les plantes médicinales contiennent une variété de composés actifs
tels que des alcaloides, des flavonoides, des terpénes, des tanins, etc., qui peuvent avoir des
effets bénéfiques sur la santé. Ces composés peuvent présenter des activités antioxydantes,
anti-inflammatoires, antimicrobiennes, anticancéreuses et bien d'autres. Dans l'optique de
valider l'utilisation traditionnelle des espéces végétales Thymelaea hirsuta et Anacyclus
pyrethrum et de chercher des alternatives aux substances chimiques de synthése, notre travail
s'est articulé autour de I'évaluation des propriétés antibactériennes, antioxydantes, et de
caractériser la composition chimique de ces plantes en se basant en premier lieu sur

I'utilisation de ses espéces en médecine traditionnelle.

En effet, les tests d’activité antibactérienne de I'extrait méthanolique des deux
espéces végetales étudiées réalisés in vitro vis-a-vis de cing souches bactériennes a Gram
positif et négatif (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, klebsiella pneumoniae, Bacillus
cereus et Pseudomonas aeruginosa) ont montré que I'extrait méthanolique de T. hirsuta s’est
avéreé actif sur toutes les souches testées. Ainsi la détermination de la CMI de ce dernier a
montré une activité inhibitrice modérée contre toutes les souches bactériennes testées, a une
concentration de 25 a 100 mg/ml. En revanche, l'extrait d’A. pyrethrum a montré une activité
antibactérienne vis-a-vis d’E. coli uniquement. L’activité antioxydante de I'extrait
méthanolique des plantes étudiées ont montré que les especes végétales étudiées sont dotées
d'un pouvoir antioxydant considérable. Les tests phytochimiques ont révélés la présence de
composes phénoliques, flavonoides, saponosides, tannins, quinones libres et terpénoides et
I’absence des composés réducteurs, alcaloides, stéroles et tritérpénes et anthraquinones dans
’extrait des deux plantes étudiées, en tant que les coumarines ont été détectées chez 1’extrait
de T. hirsuta seulement. D’aprés ces résultats, on suggére que l'extrait méthanolique de T.

hirsuta et A. pyrethrum contiennent une gamme variée de composés bioactifs.

Ces composés peuvent étre responsables des propriétés pharmacologiques
potentielles de I'extrait de plante, tels que ses effets antibactériens, antioxydants, etc. Cela
indiqgue un potentiel intéressant pour l'utilisation de I'extrait de ces plantes dans des
applications médicales ou thérapeutiques. L'ensemble de ces résultats ne constitue qu'une

premiére étape dans la recherche de substances et sources naturelles biologiquement actives.
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Conclusion et perspectives

Des essais complémentaires seront nécessaires et devront pouvoir confirmer les

performances mises en évidences.

Il serait souhaitable de compléter et approfondir ce travail par une étude phytochimique

plus détaillée

v 1l serait intéressant d’effectuer des tests complémentaires, tels que des études
cinétiques de croissance bactérienne, des tests de synergisme avec des antibiotiques
couramment utilisés, ou des études de cytotoxicité sur des cellules humaines pour
évaluer la sélectivité de I'activité antibactérienne.

v' Utiliser différentes méthodes d'évaluation de l'activité antioxydante, telles que le
dosage du pouvoir antioxydant total (TPC), le dosage du pouvoir réducteur total
(TRC).

v Il serait souhaitable de compléter et approfondir ce travail par une étude
phytochimique plus détaillée en employer des techniques de chromatographie, telles
que la chromatographie sur couche mince (CCM) ou la chromatographie en phase
liquide a haute performance (HPLC), pour identifier et quantifier les composés
specifiques présents dans I'extrait de plante.

v" Utiliser des techniques de spectrométrie de masse, telles que la spectrométrie de
masse a tandem (MS/MS) ou la spectrométrie de résonance cyclotronique ionique

(FT-ICR MS) pour la caractérisation structurale des composés bioactifs.

Ces perspectives permettent d'approfondir I'évaluation des activités antibactériennes,
antioxydantes et phytochimiques des extraits de plantes. L'utilisation de différentes souches
bactériennes, de méthodes d'évaluation complémentaires et de techniques analytiques
avanceées peut fournir des informations plus détaillées sur les propriétés biologiques et les

composés chimiques présents dans les extraits de plantes étudiés.
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