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Introduction générale

Depuis I’antiquité, quelques caractéristiques des principes actifs étaient connues pour 'homme
et certaines épices ont été utilisées pour leurs particularités de parfum, leur saveur et leur effet

de conservateur (Boulechfar, 2014).

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans

I'industrie en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. Parmi ces composés on
retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se sont surtout illustrés en
thérapeutique. La Pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments d'origine
végétale et la recherche trouve chez les plantes des molécules actives nouvelles, ou des matiéres

premieres pour la semi - synthese (Bahorun, 1997).

Les plantes aromatiques et médicinales constituent une richesse naturelle trés importante dont
la valorisation demande une parfaite connaissance des propriétés a mettre en valeur.

Les propriétés medicales des plantes médicinales dépendent de la présence d'agents bioactifs
variés et appartenant a différentes classes chimiques (Ouraini et al, 2007).

L’ Algérie, pays connu par ces ressources naturelles, dispose d'une flore singuliérement riche et

variée. On compte environ 85 000 espéces de plantes dont 15 % endémique et appartenant a

plusieurs familles botaniques (Balunas & Kinghorn., 2004).

Notre travail s'inscrit dans le cadre général des travaux visant la valorisation des ressources

naturelles d'origine végétale de I'Est- algérien.

Une plante locale qui appartient a la famille Asteraceae a retenu notre attention, il s’agit
d'Hertia cheirifolia L. Cette espéce a été choisie en raison de sa prévalence dans la région de

Batna et du manque de tant d'études a son sujet.

Notre travail a été divisé en trois chapitres : nous aborderons dans le premier chapitre une
étude bibliographique, Ce chapitre comprend une description détaillée de la plante étudiée, sa

famille, sa classification et ses propriétés pharmacologiques.

Le deuxiéme chapitre est consacré a I'étude expérimentale : il comprend le matériel et les

méthodes utilisées dans ce travail qui porte sur 1'étude phytochimique de I’espéce sélectionnée
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et I'étude in vitro des activités biologiques (anti-oxydante et antibactérienne et antifongique)

des extraits et 1’huile essentielle de cette plante.
Dans le troisieme chapitre nous présenterons les résultats obtenus et leurs discussions.

Enfin nous finirons le tout par une conclusion générale qui cl6turera la présentation de ce

travail.
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Chapitre 1 Etude bibliographique

I.1. Introduction

La famille des Astéracées est I'une des variétés végétales les plus répandues en Algérie et est
connue pour ses usages médicaux et cosmétiques, elle a également une valeur nutritionnelle et
est utilisée pour décorer les espaces verts, car elle représente le groupe dicotylédone le plus
important et comprend plusieurs genres et especes dans la terre algérienne, et c'est ce qui nous

a fait mettre en avant I'un de ses espéces : Hertia cheirifolia L.

1.2. Présentation de la famille des Astéracées

Le nom Aster provient du mot latin "aster "qui signifie étoile, faisant allusion a la forme des
capitules (Oren-Shamir et al, 2000).

La famille Asteraceae (Compositeae) est la famille la plus vaste des plantes vasculaires dans
le monde, avec 1600-1700 genres et 24000-30000 especes. Les plantes de cette famille se
distinguent par des fleurs qui sont regroupées en capitules (Moreira-Mufioz&Mufioz-Schick,
2007).

Figure.l.1. Douze inflorescences de la famille des Astéracées.

Cette famille présente des caracteres morphologiques divers : herbes annuelles ou vivaces, plus
rarement des arbustes, arbres ou plantes grimpantes et quelques fois, plantes charnues (Bonnier,
1934).

Bien que généralement ce soit des plantes herbacées a feuilles isolées (Crete, 1965).

L'aspect de I’appareil végétatif est trop variable pour caractériser les Astéracées sur ce seul
critere. En revanche, cette famille est tres homogene au niveau de ses inflorescences trés
caractéristiques : le capitule et le fruit est un akene généralement surmonté d’un pappus
provenant du calice. Une propriété typique de la famille des Astéracées est sa richesse en
composés naturels divers. On y trouve des terpenoides, des flavonoides, des lactones des
sesquiterpéniques et des alcaloides (Harborne & Swain, 1969).

Généralement sans latex chardons, armoises camomilles, etc. (Grimaud, 2009).

4
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1.2.1. Classification des Astéracées
On peut classer les Astéracées en deux grands groupes :
» Astéracees a latex : chicorées et plantes affines (pissenlit, salsifis, laitue).
> Astéracées a résine et a essence : généralement sans latex chardons, armoises

camomilles ...etc. (Grimaud, 2009).

1.2.2. Distribution géographique

Les Astéracées (Asteraceae) est une famille cosmopolite avec une diversification plus
importante au niveau des régions séches, comme par exemple, dans le bassin méditerranéen, le
sud de I’Afrique, le Mexique, I'Amérique du Nord, I'Amérique du Sud, I’Europe et Asie ainsi
guau sud - ouest des Etats - Unis. En France. (Labrousse, 2018 ; Watson,1995;
Heywood,1995).

% Espéces courantes d’Astéracées

Tournesol Paquerette Pissenlit
Le tournesol est un La paquerette est une Le pissen\lit est une
genre de plantes qui plante herbacée plante. & fleurs
compte des dizaines vivace qui pousse jaunes bien connue
d'espéces et qui sont dans les prairies et les pour: ses qualités
cultivées pour leurs pelouses. me_dlc!nales et
culinaires.

graines comestibles.

Figure 1.2. Espéces courantes d’Astéracées.
1.3. Genre Hertia
1.3.1. Description générale
Le genre Hertia est un groupe de plantes herbacées appartenant a la famille des Astéracées (ou
Composées). Ce genre comprend environ 12 especes différentes, réparties principalement en
Afrique australe et orientale, mais aussi dans certaines parties de I'Afrique du Nord et du

Moyen-Orient. Les plantes du genre Hertia ont des feuilles souvent succulentes et des tiges



Chapitre 1 Etude bibliographique

érigées ou rampantes. Les fleurs, qui apparaissent en été ou en automne, sont généralement de

petite taille et de couleur jaune ou blanche. (Akhgar et al, 2012).

1.3.2. Travaux antérieurs

1.3.2.1. Composés phénoliques chez le genre Hertia

Peu d'études phytochimiques antérieures ont été effectuées sur les plantes du genre Hertia en
raison de I'endémicité de ce genre et sa distribution géographique trés restreinte.

Une étude phytochimique réalis¢ par (Jakupovic et al, 1989) sur I’extrait de la partie aérienne
de la plante Hertia pallens a révélé la présence de germa créne D, Tremetone, acide Oleanolique
et la cétone correspondante, les furoeremophilanes et deux eremophilanolides dont leurs

structures ont été établies par la méthode d’analyse spectroscopique RMN.

Les travaux réalisés par (Afsharypuor et al., 2000) sur les huiles essentielles de la partie
aérienne de la plante H. angustifolia ont permis 1’identification des plusieurs constituants dont
les principaux étaient B-pinéne (51,5 %), B-phellandréne (16,5 %), a-pinéne (13,9 %) et a-
thujene (2,7 %).

L’étude en 2012 par Akhgar et al., des huiles essentielles extraites de la partie aérienne d’Hertia
intermedia (Boiss.) O. Kuntze. A conduit par des analyses GC et GC-SM a I’identification de
quarante composés dont les principaux constituants étaient B-pinéne (32,8 %), a-pinéne (22,7
%), a-thujene (10,9 %), et B-phellandréne (9,6 %), suivie par germacrene D (4,6 %). L'huile de
H. intermedia est caractérisée par une forte teneur en monoterpenes (89,9 %), tandis que les
sesquiterpénes et non-terpenoides ne représentent que 8,0 % et 0,5 % respectivement du total
de I’huile.

1.3.2.2. Activites pharmacologiques

Plusieurs especes du genre Hertia sont utilisées dans la médecine traditionnelle pour leurs
propriétés pharmacologiques, citons en particulier : activité antimicrobienne (Merghache et al,
2014) ; activité anti-oxydante (Oztlrk et al, 2007) et activité anti-inflammatoire (Kovaleva et
al, 2008).

I.4. Espece Hertia cheirifolia L.

Hertia cheirifolia est une plante de la famille des Astéracées, endémique en Algérie jusqu’a
I’atlas saharien et en Tunisie en zone aride sur les talus. Communément appelé Othonne ou
Othonnopsis a feuilles de giroflée, Hémérocalle en francais, Barbary ragwort en anglais,

Timerzou en berbere (Quezel et Santa, 1963).
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Figure 1.3. Illustration de I’espece Hertia cheirifolia L.

1.4.1. Classification de Hertia cheirifolia
Ce classement se réfere a la classification botanique (Quezel et Santa, 1963) Tableau I.1:

Tableau I.1. Classification taxonomique de Hertia cheirifolia L.

Régne Plantae

Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Mtaagnoliophy
Superdivision Spermatophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae

Ordre Asterales

Famille Asteraceae

Genre Hertia

Espece Hertia cheriefolia L.

1.4.2. Description générale

Hertia cheirifolia L. (Nom vernaculaire Kherchoun en Arabe, Barbary ragwort en Anglais)
(Gubb, 1913), connue également sous le nom d'Othonopsis cheirifolia (Massiot et al, 1990), est
une petite plante a fleurs jaunes, qui pousse dans la bordure des champs dans I'Est de I'Algérie
et le Nord et le centre de Tunisie (Massiot et al, 1990) (Ammar et al, 2009).

C'est une plante herbacée, trés répandu sur les Hauts-plateaux (Gubb, 1913).
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Cet arbrisseau persistant touffu bas et rampant, d'environ 20 a 30 cm de hauteur, porte des
feuilles spatulées charnues gris-vert, de 8 cm de longueur, alternes, sessiles (Burnie et al, 2006 ;
Benaissa, 2003). Elle possede des tiges couchées a la base puis ascendante (Quezel & Santa,
1963).

Hertia cheirifolia L.se caractérise par des fleurs jaunes réunies en capitules jaunes citron,
solitaires sur des pédoncules nus et élargis au sommet, assez gros (2 cm de diametre) (Quezel
& Santa, 1963).

1.4.3. Distribution géographique

Poussant dans les champs frontaliers de l'est algérien et dans la Tunisie (nord et le centre)
(Massiot et al, 1990 ; Ammar et al, 2009 ; Battandier,1921).

C'est une plante herbacée répandue dans les hautes terres (Gubb, 1913).

En ce qui concerne I'Algérie, Hertia cheirifolia L. est présente sur les hauts plateaux et I'Atlas
saharien (région centre-est du pays) dans les provinces de Dijelfa (Djelfa), Ghardaia
(Mansoura/Hassi Fehal), Laghouat (Bordj Senoussi-Sidi Makhlouf), Sétif (Rmada), Tébessa et
Batna (Oued Taga et Timgad). Cette espece pousse sur des substrats limono-argileux dans les
paturages, les terres incultes, les pentes pierreuses et les bords de routes, a 843-1398 m
d'altitude.

1.4.4. Usage traditionnel

Hertia cheirifolia L. est utilisée en médecine traditionnelle algérienne et tunisienne comme anti-

inflammatoire et antispasmodique (Iserin, 2001 ; Ammar et al, 2009).

Les infusates des feuilles de cette plante bouillie sont utilisés pour traiter les crampes, les
douleurs a I'estomac et de l'intestin ainsi que certaines maladies gastro-intestinales telles que la

dyspepsie, la diarrhée et pour traiter certaines infections, (Iserin, 2001)

1.4.5. Travaux antérieurs

1.4.5.1. Métabolites secondaires chez I’espéce Hertia cheirifolia

Plusieurs metabolites secondaires ont été isolés de Hertia cheirifolia. Peut étre les plus
importants sont les sesquiterpénes lactones. Les premiers tests effectués sur cette plante ont

révélé la présence d’alcaloides, de flavonoides, de leuco anthocyanes et de terpénes (Benaissa,
2003).
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La fraction chloroformique de I’extrait méthanol-eau des parties aériennes de Hertia cheirifolia
a permis d’isoler six sesquiterpénes lactones de type erémophilenolides et leurs structures ont
été établies par une combinaison de 1D et 2D *H et RMN *C (Massiot et al, 1990).

La fraction éthero-pétrolique a permis d’isoler six sesquiterpenes lactones, (Aclinou et al, 1991)

Une étude phytochimique effectuée sur I’extrait chloroformique de la partie aérienne de
I’espéce Hertia cheirifolia a permis 1’isolement de sesquiterpenoides Bakkenolide et deux
stéroides : (3 b, 22 E) -Stigmasta-5,22-diene-3-ol (Stigmasterol) et stigmasterol-3b-glucoside.
Les structures ont été identifiées par les différentes méthodes d’analyses spectroscopiques (1H
RMN, *C RMN) et la spectrométrie de masse (Ammar et al, 2009).

D’autres analyses par la chromatographie sur couche mince ont révélé la présence de la

quercétine dans 1’extrait méthanolique des feuilles de la plante (Bousselsela et al, 2012).

L’étude réalisée par Zellagui et al (2012 c), sur les huiles essentielles extraites des feuilles
d’Hertia cheirifolia au stade véegétatif (avant la floraison), a conduit par des analyses GC et
GC-MS a I’identification de 36 composés dont les principaux constituants étaient Drimenin
(67,5 %), 1,2-Di (2- pyridinyl) -1,2-ethanediol (11,2 %) et globulol (1,7 %) suivis par
Cycloheptane, 4-méthyléne-1-méthyle-2-(2-méthyle-1-propéne-1-yl) -1-vinyl- (1,5 %). L'huile
de H. cheirifolia.est caractérisée par une forte teneur en sesquiterpenes (80,6 %), tandis que les
monoterpenes et non-terpenoides ne représentent que 0,3 % et 18,4 % respectivement du total
de I’huile.

1.4.6. Propriétés biologiques et pharmacologiques

1.4.6.1. Activité anti-oxydante

Le pouvoir antioxydant des différents extraits (méthanolique, éther de pétrole,
dichlorométhane, extrait aqueux) des feuilles d’Hertia cheirifolia a été évalué par le test de
blanchissement B-carotene et le test au DPPH (Bousselsela et al, 2012).

Les résultats ont montré que I’extrait méthanolique était parmi les extraits qui ont une activité
importante et qu’il a montré une activité anti-oxydante plus élevé (72,97 %) que celle évaluée
par la méthode de DPPH (72,74 %) (Bousselsela et al, 2012).

1.4.6.2 Activité antibactérienne
(Bousselsela et al, 2012) ont rapporté que les différents extraits (méthanolique, éther de pétrole,
dichlorométhane, extrait aqueux) des feuilles de la plante Hertia cheirifolia ne possedent

aucune activité antibactérienne contre la majorité des bactéries testées.
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1.4.6.3. Activité anti-inflammatoire

L’étude de l'activité anti-inflammatoire des extraits bruts de la plante Hertia cheirifolia L.et des
composés stéroides isolés a partir de cette plante (stigmastérol et stigmastérol 3B-glucoside), a
été réalisée en provoquant l'cedéme par le carraghénane, (substance inflammatoire injecté au

niveau de la jambe gauche du rat). (Ammar et al, 2009).

Les extraits méthanolique et acétate d'é¢thyle ont des pourcentages d’inhibition de I'cedéme,
respectivement de 64,1 et 57,3 %. A la dose de 100 mg / kg, I'extrait chloroformique est plus
actif que les précédents (74,3 %) et a méme une activité plus importante que celle de la
dexaméthasone. Le fractionnement de I'extrait chloroforme ayant une activité anti-
inflammatoire intéressante a permis d'isoler cing substances dont 3 en état pure (Ammar et al.,
2009).

1.4.6.4. Activité anti-spasmolytique
Les études menées par (Ammar et al, 2009), ont montrées que les extraits méthanolique, acétate
d'éthyle et chloroformique obtenus a partir de la partie aérienne (feuilles et tiges) de Hertia

cheirifolia posseédent un effet antispasmodique surtout avec 1’extrait chloroformique.
1.5. Conclusion

L'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a toujours été la premiere source
d'inspiration de la recherche biomédicale, elle n'est pas moins importante que la chimiothérapie,
et cela est di au fait que les plantes médicinales sont une source inépuisable et renouvelable de
substances naturelles et de composes riches en éléments actifs, qui jouent un réle important
dans I'enrichissement de la recherche de meilleurs médicaments. Gréce a un traitement doux et

sans effets secondaires.

Dans le présent travail, nous avons mis en évidence les effets biologiques antioxydants,
antibactériens et antifongiques de différents extraits et 1’huile essentielle de I’espéce Hertia

cheirifolia L.
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11.1. Introduction

Les plantes médicinales et aromatiques comptent parmi les ressources les plus importantes en

principes actifs utilisés en médecine traditionnelle.

Les extraits bruts et I’huile essentielle des parties aériennes de 1’espéce H. cheirifolia vont étre

notre objectif dans cette études phytochimique et biologique

Dans ce chapitre, nous présenterons les différentes méthodes et matériaux utilisés pour préparer
le matériel végétal, ainsi que la méthodologie des plans expérimentaux approuvés pour son

étude.

11.2. Matériel et produits chimiques
Le matériel ainsi que les différents produits chimiques utilisés pour réaliser le présent travail
sont décrits dans le (Tableau 11.1).

Tableau I1.1 : Matériel et produits chimiques utilisés.

Materiel Produits chimiques
e Serpentin de refroidissement. e Acide sulfurique
e Ultrason e Reéactif de Dragen dorffd / Wagner
Evaporateur rotatif FeCls
Sonicateur Acétate d'éthyle
Balance Méthanol

Micropipette
Lampe a flamme
Erlenmeyer
Tube & essai
Boite de Petri
Etuve

Autoclave
Agitateur magnétique
Flacon
Entonnoir
Cylindre gradué

Incubateur

Ether di-éthylique
Chloroforme
Anhydre d’acétique
Acétate de sodium

NaOH

HCI

Coupeaux de magnésium.
Ether de pétrole

Ammoniaque

AGAR

Sabouraud Dextrose Agar
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11.3. Etude phytochimique de I’espéce Hertia cheirifolia

11.3.1. Récolte du matériel végétal

H. cheirifolia a été récoltée de la région de la wilaya de Batna (Est algérien), en mars
2023 et authentifiée par le professeur Mohamed Kaabache (département de botanique,
Université Ferhat Abbas, Sétif, Algérie).

Les parties aériennes (feuilles et fleurs) ont été séchées dans un endroit sec et a I’abri de

la lumiére du soleil et d’humidité ensuite broyées et pesées, et on obtient finalement (985

9).

Figure 11.1. Matériel vegétal H. cheirifolia.

11.3.2. Protocol d’extraction

11.3.2.1. Huile essentielle

Les parties aériennes de H. cheirifolia (feuilles et fleurs), 520 g) ont été soumises a une
distillation par entrainement a la vapeur d’eau (Figure I1.2). Le principe consiste a faire passer
les vapeurs d’eau a travers la plante a une température de 100 °C pour détruire les cellules
vegétales, afin de libérer ainsi les molécules aromatiques et les entrainer dans un serpentin de
refroidissement. Les vapeurs refroidies retournent a I'état liquide formant un melange
azeotropique (eau + huile essentielle). Cette opération a été effectuée en trois heures de temps.
L’huile essentielle et 1'eau florale ont été séparées par simple différence de densité.

Finalement, on a obtenu (m=0,502 g) de I’huile essentielle de I’espece H. cheirifolia.

11.3.2.2. Extraits organiques
L'extraction par ultrasons est la technique privilégiée pour isoler les composés bioactifs des
plantes. La sonication permet d'obtenir une extraction compléte et donc des rendements

d'extraction supérieurs dans un temps d'extraction trés court. Etant une méthode d'extraction si
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efficace, I'extraction par ultrasons permet de gagner du temps et de I'argent, tout en produisant
des extraits de haute qualité, qui sont utilisés pour les aliments, les compléments et les produits
pharmaceutiques.

Les parties aériennes de H. cheirifolia (feuilles et fleurs), 400 g ont été soumises a une
extraction par ultrasons. Des extractions successives avec des solvants organiques (100 ml) de
polarité croissante (hexane, chloroforme, acétate d'éthyle et méthanol) sont réalisées sur les
broyats d'écorces de H. cheirifolia.

L'extraction assistée par ultrasons (UAE) a été réalisée dans un sonicateur. Les parameétres
d'extraction ont été définis comme suit : temps 45 min, amplitude 70 %, température 25 °C,
temps de marche 15 s et temps d'arrét 5 s.

100 g de la plante coupée en tres petits morceaux ont été mélangés avec 300 ml de solvant
organique puis une sonde a ultrasons a été immergée dans le récipient (Figure 11.3).

Apres 45 min de macération sous les effets mécaniques de la cavitation induite par I’ultrason,
tels que la chaleur, la pression, les ondes de choc, la solution obtenue a été filtrée sur papier
Wattman. La matiére végétale restant a été récupérée et I'opération a été renouvelée deux fois
afin de réaliser deux épuisements pour chaque solvant que nous avons gardé séparément.

Les solvants sont éliminés au moyen d'un évaporateur rotatif (Figure 11.4). Aprés évaporation,
les extraits obtenus sont stockés a 4 °C et a I'abri de la lumiére. Avec les masses suivantes
Extrait d’hexane (0,72 g), extrait de CHCls (2,84 Q) ; extrait d’AcOEt (3,68 g) ; extrait de
MeOH (5,37 g).

Figure 11.2: Montage d’extraction de I’huile essentielle d’H. cheirifolia par entrainement a la

vapeur d’eau.
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Figure 11.3: Montage d’extraction par ultrason.

Figure 11.4: Montage d’évaporation des extraits organiques.

11.3.3. Criblage phytochimique (Screening)

Cette étude a été effectuée au niveau de 1’Unité de Recherche Valorisation des Ressources
Naturelles, Molécules Bioactives et Analyses Physicochimiques et Biologiques
(VARENBIOMOL), Université des Fréres Mentouri, Constantine 1.

Le screening d’une plante sert a caractériser les groupes chimiques contenus dans cette plante

afin d’expliquer ces effets thérapeutiques (Guessan et al, 2009).

Nous avons entrepris un screening phytochimique de 1’espece H. cheirifolia afin de connaitre
ses principaux constituants et ainsi mieux comprendre les propriétés biologiques de ses extraits.
Le screening a été fait sur les feuilles et les fleurs de la plante et avec divers réactifs, les résultats
sont classés selon :

e Fortement présent : (++)

e Moyennement présent : (+)
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e Absent totale : (-)
11.3.3.1. Recherche des alcaloides
« Produits utilisés

v" Petits morceaux végétale..................... 5g.
v Acide sulfurique dilué a 10 %.................. 25 ml.
v" Réactif de Dragen dorff......... quelques gouttes.
v Réactif de Wagner............... quelques gouttes.

1) )
Figure 11.5. Recherche des alcaloides:(1) : Réactif de Wagner & Dragen dorff.

(2) : Préparation du matériel végétal (5 g).

% Solution a analyser : Nous avons :
v" Dissout 5 g de poudre végétal dans 25 ml d’acide sulfurique dilué a 10 % dans un
Erlenmeyer.
Laissé macérer pendant 24 heures.
Filtré et lavé a I’eau distillée de maniere a obtenir 25 ml du filtrat.
Introduit 1 ml du filtrat dans un tube & essai.
Ajoute 3 gouttes du reactif de Dragen Dorff et de la réactif Wargan. (Hladik, 2000).
% Caractérisation

D N N NEER N

Réaction de précipitation :

L’apparition d’un précipité indique la présence d’alcaloides.
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Figure 11.6. Recherche des alcaloides : (Extraction).

11.3.3.2. Recherche des substances poly phénoliques (tanins)

% Produits utilisés
v\ Matiére végétale...........ooeiiiiiiiiiiiiiiiieiannn, 5g.
V' FeCl3(1%) ceveieeiiiiiiieiien, quelques gouttes.
v' Acétate de sodium..... suffisamment pour saturation.

v o Baudistillé. ..o, 50 ml.

(1) (2)

Figure 11.7. Recherche des tanins. (1) : Préparation de FeClz (2) : Préparation du matériel

végetal (5 g).
++ Solution a analyser

5 g de matiere végétale sont infusés dans 50 ml d’eau distillée bouillante pendant 30 minutes.
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Figure 11.8. Matiére végétale infusée dans 50 ml d’eau distillée bouillante.

% Tanins catéchiques
2 ml de I’infusé sont prélevés et mis dans un tube a essai dans lequel on ajoute quelques gouttes

de chlorure ferrique a (1 %).

®,

% Caracterisation
L’apparition d’une coloration ou la formation d’un précipité indique la présence des tanins

catéchiques. (Kongo-Nzuzi, 2009).

« Tanins galliques
2 ml de I’infusé précédent sont prélevés est mis dans un tube a essai, saturé en acétate de sodium
puis on ajoute quelques gouttes de chlorure ferrique a (1 %).
% Caractérisation

La formation d’un précipité indique la présence des tanins galliques (Mibindzou, 2004).

11.3.3.3. Recherche des saponines
% Produits utilisés :
v Matiére végétale............. S5g.
v Eau distillée.
% Solution a analyser : Nous avons :
e Mis dans un Erlenmeyer une quantit¢é de I’infusé utilis¢é dans la recherche des
flavonoides.
e Agité pendant quelques minutes.
% Caractérisation

L’apparition d’une mousse persistante indique la présence des saponines (Lokadi, 2008).
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11.3.3.4. Recherche des triterpenes, stérols et terpénes

« Produits utilisés

v Poudre végétale........ccccoourevrnnnne. 59
v' Solution de méthanol/eau (v/v 80 :20).
v\ Méthanol.........ccccoeveivveeeeenennne. 50 ml.
v Ether di éthylique................... 20 ml.
v Chloroforme.

v" Anhydre d’acétique.

v Acide sulfurique concentré.
++ Solution a analyser : nous avons :
e Laissé macérer 5 g de matiere végétale dans 50 ml de Solution de méthanol/eau (v/v 80
: 20) pendant 24 heures et filtreé.
e Evaporé I’extrait hydro alcoolique a sec.
e Ajouté 20 ml de I’éther di éthylique apres refroidissement afin de dissoudre les

composés apolaires.

@) )

Figure 11.9. (1) : Filtration de I’extrait hydro alcoolique.

(2) : Evaporation de I’extrait hydro alcoolique.

+ ldentification des terpenes et stérols
La phase éthérée obtenue est évaporée a sec, puis reprise par 15 ml de chloroforme.la solution
ainsi obtenue est divisés en 3 parties :

v La premiere partie : laissée comme témoin.
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v La deuxiéme partie : a cette solution on a rajouté 3 ml d’anhydre acétique et 3 gouttes
d’acide sulfurique concentré.
% Caracteérisation
Un changement de couleur rapide est en faveur de la présence de composés stéroidiens saturés,

cette couleur devenue vert foncé montre la présence des terpenes.

v’ Latroisiéme partie : a cette partie on a ajouté quelques gouttes d’acide sulfurique.
% Caractérisation
L’apparition d’une couleur rouge cerise montre la présence des stérols insaturés. (Bekro,
2007).
+« ldentification des triterpenes
Un volume de 10 ml d’extrait hydro alcoolique est évaporeé a sec, le résidu obtenu est dissous
dans 0,5 ml d’anhydre acétique et 0,5 ml de chloroforme, la solution ainsi obtenue est transférée
dans un tube sec avec une pipette pasteur on rajoute (1-2 ml) d’acide sulfurique concentré au
fond du tube.
% Caractérisation
Au contact des deux phases organiques la formation d’un anneau marron montre la présence
des triterpénes. (Mibindzou, 2004).

11.3.3.5. Recherche des flavonoides et des leuco anthocyanes
% Produits utilisés

v Matiére végétale............. 5g.
v Eau distillée.
v" NaOH (1 N).
v HCI concentré.
v

Coupeaux de magnésium.
% Solution a analyser

e 5 g de matiere végétale ont été infuses dans 50 ml d’eau distillée pendant quelques
minutes.

e  Apres filtration on introduit 6 ml du filtrat dans 3 tubes chacun contient 2 ml on
ajoute dans :

» 1°tube : 1 ml de NaOH.

> 2°M€ tube : 1 ml d’eau distillée.
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Figure.l1.10. Recherche des flavonoides : macération de la matiére végétale.
¢+ Caractérisation :

En présence des flavonoides les colorations suivantes : rouge, jaune-rougeatre, rouge a rouge

violacé, rouge foncé ou violet ou bleu, jaune et rose peuvent étre observées.
La coloration rouge au 3°™ tube confirme la présence des leuco anthocyanes (Bouquet, 1972).
11.3.3.6. Recherche des quinones

0,

«» Produits utilisés

v Matiére végétale............... S5¢g
v  HCl............. quelques gouttes.
v' Ether de pétrole............ 10 ml.
v NaOH 10% ......covenen.... 2 ml.

0,

% Solution a analyser : Nous avons :

e Humecté 5 g de matiére végétal par quelques gouttes de HCI.
e Mit cette matiere en macération dans un Erlenmeyer contenant 10 ml d’éther de

pétrole pendant 24 heures.
e Filtré et pris 2 ml du filtrat dans un tube a essai.
e Ajouté 2 ml de NaOH 10 % au filtrat.

« Caractérisation :

La coloration rouge —violet indique la présence des quinones. (Najjaa et al, 2011).
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Figure 11.11. Recherche des quinones : macération de matiére vegétale.

11.3.3.7. Recherche des coumarines

R/
0‘0

Produits utilisés

v Poudre végétale................ lg.

v Ether di éthylique......20 ml.

v' Ammoniaque a 25 %.

v' Eau distillée............... 2 ml.

Solution a analyser : Nous avons :

e Mis 1 g de poudre végétale dans un Erlenmeyer.

e Ajouté 20 ml de I’éther di éthylique a la poudre avec agitation.
e Laissé macérer pendant 24 heures.

e Filtré et complété le filtrat jusqu’a 20 ml.

e Evaporé I’extrait éthéré a I’air libre jusqu’a 5 ml.

e Repris avec 2 ml de I’eau chaude.

e Partagé la solution entre deux tubes a essai.

e Ajouté au contenu de I’un des tubes de I’ammoniaque a 25 %.

e Mélangé et observé la fluorescence sous UV a 366 nm.

«» Caractérisation :

Une fluorescence intense dans le tube ou il a été ajouté de I’ammoniaque indique la présence

de coumarines. (Koudougou, 2000).
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Figure.l1.12. Recherche des coumarines : Extraction & Filtration.
11.3.3.8. Recherche des anthocyanes
+« Produits utilisés

v' Matiére végétale.................. 5g.
v' Ammoniaque a 10 %................ 5ml.
v Acide sulfurique dilué a 10 %...5 ml.
v' Eau distillée.

+«+ Solution a analyser

e Laissé 5 g de matiére végétale dans 50 ml d’eau distillée bouillante pendant 15 mn.
o Filtré et complété avec 1’eau jusqu’a 50 ml.

e Pris ety ajouté 5 ml d’acide sulfurique dilué a 10 % et 5 ml d’ammoniaque a 10 %.

0,

«» Caractérisation :

La coloration bleu-violacée indique La présence d’anthocyanes. (Dohou et al, 2003).

11.4. Activites biologiques

11.4.1. Activité anti-oxydante
+«» Test de piégeage du radical libre DPPH

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur violacée
qui absorbe a 517 nm. En présence de composés anti radicalaires, il est réduit et change
de couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées servent a calculer le
pourcentage d’inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel au pouvoir anti

radicalaire de 1’échantillon. Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des
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antioxydants a piéger ce radical. Le pourcentage de piégeage du radical (I %) est calculé
selon I’équation suivante : I %=[(A1-A2) /A1] x100.

Ou:
Al : absorbance du contréle (solution du DPPH sans extrait).
A2 : absorbance en présence d’extrait.

L’effet des extraits et I’huile sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par Braca.
Un volume de différentes concentrations de chaque échantillon est ajouté a 3 ml de la
solution méthanolique du DPPH (0,004 %) fraichement préparée. Apres incubation a
I’obscurité pendant 30 minutes et a température ambiante, la lecture des absorbances est
effectuée a 515 nm a I’aide d’un spectrophotométre, contre un blanc(méthanol). (Braca

et al, 2001).

0,

«» Calcul des concentrations inhibitrice a 50 % « ICso»

L’ICso (inhibitory concentration 50 %) permet de calculer la concentration de
I’échantillontesté nécessaire pour réduire 50 % des radicaux DPPH. Elle est calculée
graphiquement par la régression lin€aire des graphes tracés, pourcentages d’inhibition en

fonction de différentes concentrations de 1’extrait et le standard (Vitamine C).

11.4.2. Activité antifongique

I1.4.2.1. Etude de 'effet des extraits et de I'huile essentiel d’Hertia cheirifolia sur un type

de champignon phytopathogene

Cette étude a été réalisé au niveau du laboratoire du centre de recherche biotechnologique
CRBT de Constantine.

Un type de champignon phytopathogéne a savoir : Fusarium oxysporum f.sp lycopersici (Fol),
souche 4287. a été testé pour la fongitoxicité en évaluant Il'inhibition de la croissance
mycélienne des agents phytopathogénes :

e Milieux de culture
Le milieu PDA (potato, Dextrose, Agar) a été choisi comme milieu de culture.
% Produits utilisés

v Morceaux de pommes de terre épluchées...... 220 g.
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Figure 11.13. lllustration de produits utilisés.

% Préparation du milieu (PDA)

e 220 g de pommes de terre ont été infusés dans 900 ml d’eau distillée.

Porter a ebullition pendant 40 minutes.

e Le mélange a été filtré dans un cylindre gradué.

e Une quantité d’eau distillée a été ajoutée jusqu'a atteindre un volume de 1100 ml.

e Apres I’addition du glucose et 1’agar, 1'erlenmeyer a été déposé sur 1’agitateur avec
chauffage jusqu’a ce que le mélange devienne homogene.

e Le mélange a été répartir dans 10 béchers de 100 ml chacun.

e Les milieux de culture ont été stérilisés pendant deux heures et demie.

Figurell.14. lllustration des étapes de la préparation de milieu de culture.

27



Chapitre 11 Matériel et méthodes

e Dilution des extraits
Les extraits ont été repris avec les solvants (chloroforme, méthanol), une série avec des

volumes de I’ordre de 0,75 ml > 0,5 ml > 0 ml pour chaque extrait.
La dilution a été faite en ajoutant le solvant & chaque volume d’extrait jusqu'a obtenir 1 ml.

« Méthode de diffusion en milieu PDA

Un disque de 5 mm de diametre est préleve sur une jeune culture fongique et est deposé

aseptiquement au centre de la boite de pétri contenant le milieu PDA et 1’échantillon a tester.

L'expérience a été répétée quatre fois pour chacun d'eux, puis le phytopathogéne a été mesuré

a I'échelle centimétrique.

1 ml pour chacun de méthanol et chloroforme a été ajouté a 100 ml de milieu PDA, et a été
considéré comme un contrdle positif. Le contrdle négatif contient le milieu PDA sans aucun

autre produit.

Figure 11.15. Méthode de diffusion.

“ Expression des résultats

L'activité inhibitrice des différents échantillons (huile & extraits) sur la croissance du
champignon a été déterminée en mesurant sa croissance radiale sur un milieu PDA (Potato,

Dextrose, Agar).

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d'inhibition de la croissance fongique pour

chaque produit, et il a été calculé selon la formule :

I=(C-T/C)x100 (Dennis et al, 1971).
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Ou:
| = taux d'inhibition en %

C = croissance radiale de I'agent phytopathogene en mm sur milieu PDA avec DMSO
(témoin).
T = la croissance radiale, en mm, de I'agent phytopathogene sur milieu PDA contenant le

complexe a tester.

Pour identifier la concentration inhibitrice la plus faible, le test a été répéte avec 2,5 mg/ml ;
1,25 mg/ml ; 0,625 mg/ml et 0,312 mg/ml de solvant au lieu de 5 mg/ml de solvant.

Si le méme résultat a été obtenu, cela signifie que la concentration seuil d'efficacité peut étre

inférieur

Figure 11.16. Incubateur.

11.4.2.2. Etude de I'effet des extraits et de I'huile essentiel de la plante Hertia cheirifolia

sur la levure Candida albicans

Ce test a été réalisé au niveau du laboratoire de microbiologie de la Faculté SNV, Université
20 Aodt 1955 de Skikda.

% Milieu de culture
Nous avons utilise comme milieux de culture le milieu Sabouraud Dextrose Agar.
¢ Produit utilisé

v" Poudre de Sabouraud Dextrose Agar ......... 16,25 g.
v’ Eau distillée.
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Figure 11.17. Poudre de Sabouraud.

+«+ Solution a analyser

e Ajouté la poudre de sabouraud a I'eau distillée et on met sur ’agitateur a chaud jusqu'a

ce qu'elle devienne homogeéne.

e Méthode de diffusion dans le milieu sabouraud

+«+ Principe

Le milieu de culture a été mis dans une boite de pétri, et laisser jusqu'a ce qu'il refroidisse, puis
des couches fines et égales de levure Candida albicans ont été distribuées, ou ce processus a

été déroulé a cote de la flamme pour la stérilisation.

Ensuite, la boite de pétri a été divisée en quatre parties, chaque partie étant dédiée a chaque
élément étudie, puis les disques stériles de papier Wattman N°; ont été déposés stérilement a
I’aide d’une pince sur la surface de sabouraud, et a I’aide d’une micropipette on a déposé sur
chaque disque quelques gouttes de I’huile essentielle, les extraits et les solvants :

Extrait méthanolique, extrait d’acétate d’éthyle et extrait chloroformique.

Enfin, la boite a été incubée pendant 48 h a 30 °C.

Figure 11.18. Levure Candida albicans.
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 Expression des résultats

Les résultats ont été¢ déterminés en mesurant a I’aide d’une régle le diamétre de la zone
d’inhibition, déterminé par les différents extraits, 1’huile essentielle et les différents solvants

autour des disques (Chu et al, 1993).

11.4.3. Activité antibactérienne
Cette étude a eté est réalise au niveau du laboratoire de microbiologie de la Faculté SNV,
Université 20 ao0t 1955 de Skikda.

L’activité antibactérienne des extraits bruts a ét¢ déterminée par la méthode de diffusion en
milieu gélosé.

% Souches bactériennes
Six souches bactériennes ont été choisies pour leur pathogénicité et leur implication fréquente
dans plusieurs infections et sont : Escherichia coli ATCC43300, Staphylococcus aureus ATCC

25923, Proteus ATCC7002, Klebsiella pneumoniae ATCC700603, Enterobacterie
ATCC13048, Streptocoque ATCC49619.

2023/5/212:00

Figure 11.19. Souches bactériennes utilisées.
% Milieux de culture
Les milieux de culture qui ont été utilisés sont :

Gélose nutritive et Bouillon nutritif.
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«» Produit utilisé

v Poudre de Gélose nutritive......... 7 g.
v" Poudre de Bouillon nutritif......... 4.
v' Eau distillée.

% Protocole expérimental

e Lapoudre de gélose nutritive a été mélangee avec de I'eau distillée , puis elle a été mise
sur un agitateur avec chauffage jusqu'a ce qu'elle devienne homogéne (on remarque
lorsqu’on pose une goutte sur une surface froide qu'elle gele).

e Lapoudre de bouillon nutritif a été mélangée avec de I'eau distillée, apres elle a été mise
sur un agitateur avec chauffage jusqu'a ce gu'elle devienne homogeéne.

e Les solutions ont été mises dans des flacons en verre aprés dans 1’autoclave pendant

deux heures et demie.
% Méthode de diffusion en milieu gélosé

% Principe

Préparation de I’inoculum bactérien

Chague souche a été ensemencée en stries sur une gélose nutritive pour obtenir des colonies
isolées. Aprés incubation de 24 heures a 37 °C, 4 a 5 colonies bien isolées ont été choisies et
atransféré a 1’aide d’une anse de platine dans un tube de solution d’eau physiologique afin
d’avoir une densité cellulaire initiale ou une turbidité voisine a celle de Mc Farland 0,5 (106

UFC/ml). Cette comparaison a été mesurée a I’aide d’un étalon Mc Farland.
Ensemencement

Dans les 15 minutes suivant I’ajustement de la turbidité de la suspension servant d’inoculum,
un écouvillon a été trempé dans la suspension, la surface entiere de le bouillon nutritif a été
étalée a trois reprises, la boite a été tournée a environ 60° aprés chaque application afin d’avoir
une distribution égale de I’inoculum. Enfin, on a écouvillonné partout autour du bord de la
surface de la gélose.

Les boites de pétri ont été divises en quatre parties, chaque partie étant dédiée a chaque élément
étudié, puis les disques stériles de papier Wattman N° 3 ont été déposés stérilement a I’aide

d’une pince sur la surface de la gélose puis a I’aide d’une micropipette, un volume de 20 ul de
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chaque échantillons (huile essentielle, extrait méthanolique, extrait d’acétate d’éthyle, extrait
de chloroforme) a été déposé sur chaque disque.

Enfin, les boites ont été incubées pendant 24 h a 37 °C.

Figure 11.20. Méthode de I’ensemencement.

« Expression des résultats

L’activité antibactérienne a été déterminée en mesurant a 1’aide d’une régle le diamétre de la
zone d’inhibition déterminé par les différents extraits et huile et des différents solvants autour

des disques.
11.5. Conclusion

Les activités biologiques représentent un vaste domaine qui comprend de nombreux aspects
de la vie quotidienne, que ce soit dans le domaine médical, agricole, industriel ou autre. Elles
représentent une source importante d'innovation et de progrés dans de nombreux domaines et
nécessitent une large coopération entre les scientifiques, lI'industrie et les gouvernements pour
tirer le meilleur parti de ces technologies afin d'améliorer nos vies et de résoudre nos

problemes.
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Chapitre 111 Résultats et discussion

I11.1. Introduction

Dans ce qui suit, nous présenterons nos travaux sur la recherche des polyphénols et les activités
anti-oxydante, antifongique et antimicrobienne de I’huile essentielle et des extraits bruts CHCls,
AcOEt et MeOH de I’espéce H. cheirifolia.

Les objectifs de cette partie consistent a caractériser les composés phénoliques de cette espéce

et identifier I’organe qui présente plus d’activité biologique.

111.2. Extraction
Les résultats du rendement de I’huile essentielle et les extraits bruts sont représentés dans

tableau suivant :

Tableau 111 .1. Rendement de 1’huile essentielle et des extraits bruts d’H. cheirifolia.

Matiere Echantillon Masse (Q) Rendement
végétale (g) (%)
520 HE 0,502 0,0965
100 n-hexane 0,72 0,72
100 CHCl3 2,84 2,84
100 AcOEt 3,68 3,68
100 MeOH 5,37 5,37

I11. 3. Screening phytochimique :

Le dépistage phytochimique a permis d'obtenir des informations préliminaires sur la
composition chimique de la plante Hertia cheirifolia L. en utilisant des tests de dépistage
chimique, principalement des réactions de coloration et/ou de précipitation, sur I'extrait brut.

Les résultats de ces tests sont présentés dans le tableau suivant :
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Tableau 111.2. Résultats du screening chimiques d’extraits Hertia cheirifolia L.

Tests Illustration Résultats
Alcaloides +
Tanins catéchiques ++

Tanins galliques

++
Saponines ++
Triterpénes -
Stérols +
Terpenes +
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Flavonoides +
Leuco anthocyanes -
Quinones -
Coumarines +
Anthocyanes -

Suite.Tableau I11.2. Résultats du screening chimiques d’extraits Hertia cheirifolia L.
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Les résultats obtenus dans le tableau ci-dessus, révelent que Hertia cheirefolia L. est trés riche
en tanins galliques et tanins catéchiques et en saponines par la formation de mousse dans le
tube a essai depassant les 2 cm de hauteur.
Concernant, les alcaloides, les sterols, terpénes et aussi les flavonoides et les coumarines, ils
sont moyennement présents dans cette plante. Par contre, les triterpénes, les leuco anthocyanes,
les anthocyanes et aussi les quinones sont absentes.
Ces résultats montrent que cette plante est une source riche en substances naturelles, cette
richesse peut étre di a plusieurs parametres qu’ils soient géographiques, physicochimiques ou
biologiques tels que : le site de récolte y compris I’environnement de la plante, la lumiére, les
précipitations, la topographie, la saison, le type de sols, la période de récolte, le patrimoine
génétique, la procédure d'extraction utilisée et la partie de la plante étudiée.
La richesse de cette espece en substances naturelles nous a encouragé a poursuivre les
recherches et étudier les activités biologiques de cette plante.
111.4. Evaluation des activités biologiques
111.4.1. Activité anti-oxydante

% Test de piégeage du radical libre DPPH
Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur violacée qui
absorbe a 517 nm. En présence de composes anti radicalaires, il est réduit et change de couleur
en virant au jaune. Les absorbances mesurées servent a calculer le pourcentage d’inhibition du
radical DPPH, qui est proportionnel au pouvoir anti radicalaire de 1’échantillon (Bentabetet al,
2014). Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger ce radical.
Le pourcentage de piégeage du radical (I %) est calculé selon 1’équation suivante :

1 % =[(Al-A2)/A1l] x 100 ; Ou:

Al: Absorbance du contrdle (solution du DPPH sans extrait).
A2: Absorbance en présence d’extrait.
L’effet des extraits et de I’HE sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par Braca et al.
2001. Un volume de différentes concentrations de chaque extrait est ajouté a 3 ml de la solution
méthanolique du DPPH (0,004 %) fraichement préparée. Apres incubation a 1’obscurité pendant
30 minutes et a température ambiante, la lecture des absorbances est effectuée a 515 nm a 1’aide

d’un spectrophotométre, contre un blanc (méthanol), (Braca et al, 2001).

» Calcul des concentrations inhibitrice a 50 % « 1Cso » :
L’ICsp (inhibitory concentration 50 %) permet de calculer la concentration de I’échantillon testé

nécessaire pour réduire 50 % des radicaux DPPH. Elle est calculée graphiquement par la
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régression linéaire des graphes tracés, pourcentages d’inhibition en fonction de différentes

concentrations de 1’extrait et le standard (Vitamine C).

% Résultats et discussion

1- Evaluation P’activité antiradicalaire des extraits
La mesure de I’absorbance a été effectuée par spectrophotométrie 4 515 nm. A partir des valeurs
obtenues, les pourcentages d’inhibition ont été calculé en utilisant la formule citée plus haut.
Les valeurs obtenues ont permis de tracer les courbes représentées sur la Figurelll.1 qui
montrent la variation du pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations de nos extraits.

Nous avons déterminé graphiquement la concentration correspondant a 50 % d’inhibition

(ICx0).

]
L= ]

== Extrait Acétate d’éthyle =—@—Extrait MeOH Vitam ine C

£ =] 0o
& & & B
1 1 1 1

[nhibition du radical DPPH.(%) .
=]
=]

=]
-

0 5 10 15 20 25 30
Concentration (pg/ml)

Figure 111.1. Pourcentage de I’activité antiradicalaire des extraits MeOH et AcOEt des parties
aériennes d’H. cheirifolia vis-a-vis du radical libre DPPH, classés selon I’ordre décroissant
suivant (25 pg/ml) : vitamine C (96,00 %) > acétate d’éthyle (90,97 %) > MeOH (81,94 %).

En comparant les ICso des extraits testé (Tableau 111.3) par rapport a celle de la vitamine C,
nous remarquons que l’activité antiradicalaire des extraits est inférieure a la capacité du
piégeage du radical DPPH* de la substance de référence(5+0,10ug/ml).

Tableau 111.3. ICso des extraits MeOH et AcOEt d’H. cheirifolia

Matériel vegétal Extrait DPPH
(1Cs0) pg/ml
Acétate d’éthyle 9,85%0,24
Parties aériennes MeOH 7,52+0,17
Vitamine C 540,10
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+¢* Discussion

L’activité anti-oxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a I’oxydation. De
nombreuses méthodes sont utilisées actuellement pour évaluer cette activité. Le radical DPPH
a été largement utilisé pour I’étude de 1’activité antiradicalaire de différents extraits végétaux.
Le DPPH fut I’un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-activité
anti-oxydante des composés phénoliques (Wang et al, 2008) ; (Bentabet et al, 2014). Dans cette
étude nous avons remarqué que 1’activité antiradicalaire des extraits est inférieure celle de la
substance de référence. Il est évident que 1’activité de I’extrait MeOH et AcOEt est attribuable
a sa richesse aux composés phénoliques.

Ces résultats expliquent les propriétés anti-oxydantes des composés phénoliques reportées dans
plusieurs travaux (Amrani et al, 2017).

2-Evaluation du pouvoir antioxydant de I’huile essenielle

Les résultats figurant dans la courbe (Figure II1.2) illustrent les pourcentages de 1’activité

antiradicalaire de "huile essentielle d’H. cheirifolia vis-a-vis du radical libre DPPH :

=4= Huile essentielle
===V itamin C
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[

[
1

[a—
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[
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L]
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F T =
Lo T e ]
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[
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Figure 111.2. Pourcentage de 1’activité antiradicalaire de I’huile essentielle
d’H. cheirifolia du vis-a-vis du radical libre DPPH.
La capacité antiradicalaire de 1’huile essentielle d’H. cheirifolia et de 1’acide ascorbique
(témoin positif) est dose-dépendante. Les valeurs d’ICsp, calculées sur une moyenne de trois
essais, sont les suivantes :
v" Acide ascorbique (ICso = 5+0,19 pg/ml).
v" Huile essentielle (ICso =51,97+0,18 pg/ml).
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v" Le pouvoir antioxydant de I'huile vis a vis du DPPH, le plus élevé (96 %) est observé
avec une dose de 250 pg/ml ; pouvoir équivalent a celui qu’exerce la vitamine C (96 %) a la

concentration 25 pg/ml.

L’activité antiradicalaire de de 1’huile essentielle d’H. cheirifolia probablement liée a leur

richesse en composés phénoliques.

Cette ¢tude révele que les extraits et 1’huile essentielle de la plante étudiée possédent une
activité antiradicalaire. L’extrait qui présente une forte activité anti-oxydante est celui qui
posséde une teneur élevée en polyphénols et en flavonoides (Acétate d’éthyle : 563+52,49 ug
(GAE) / mg ; 385,36+27,12 ug (GAE) / mg).

D’autres études qui ont été menées antérieurement montrent une grande convergence
significative dans les valeurs obtenues : tel que la teneur en polyphénols d’extrait méthanolique
des feuilles d'H. Cheirifolia algérienne dans une étude a été de I'ordre de (30,33 £ 2,82) mg
GAE/g (Bousselsela et al. 2012), et une autre étude a détecté dans I'extrait d'acétate d'éthyle des
feuilles une teneur de I'ordre de (181,24 + 14,04) mg GAE/g) (Benslama et al. 2015). Ce qui
confirment que la haute propriété antiradicalaire de ces extraits peut étre due a la présence des

composés phénoliques.
111.4.2. Activité antifongique

I11.4.2.1. Effet des extraits et de 1'huile essentielle d’Hertia cheirifolia sur le
champignon Fusarium oxysporum f.sp lycopersici (Fol)

Les huiles essentielles et les extraits végétaux ont été évalués pour leur activité antifongique
vis-a-vis de champignons Fusarium oxysporum f.sp lycopersici ( Fol) . Les solvants ont servi
de témoin positif et le champignon sans aucun ajout a servi de témoin négatif, les résultats
obtenus nous ont permis de mettre en évidence le pouvoir antifongique de I’huile essentielle et

des extraits testés vis-a-vis de champignon.
Les résultats sont présentés dans les tableaux suivants, sachant que :

v Concentration (MeOH) : C1 (1 g/ml) > C2(0,9 g/ml) > C3 (0,86 g /ml).
v" Concentration (CHCIs) : C1 (2,86 g/ml) > C> (2,6 g/ml) > C3 (2 ,48 g/ml).
v' 1,2,3,4: Nombres d’essais.
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Tableau I11.4. Zone d’inhibition en (cm) aprés 48 h d’incubation de champignon avec les

extraits.

Diameétre des zones d'inhibition (cm)

Fusarium oxysporum f.sp lycopersici (Fol)

Concentration Ci C2 Cs Moyenne
Hertia Extraits 112 34 12 |3 |4|1]|2|3 4 Ci C2 Cs
Cheirifolia | Ex-(MeOH) |09 05|05 08,07/04/04/09 0909 0,633 /0,575 0,9
Ex-(CHCls) 14 1 09 06 1 04 04 / 14 0811 08 0975 06 |1,025
T- 1,8 1,3 / 1,55
Témoin T+ (MeOH) 13 / /
1,35
T+ (CHCIs) 1,4 / /
Ci C2 Cs
CHCIs
MeOH

Figure 111.3. Zone d’inhibition de 1’activité antifongique de Fusarium oxysporum
f.sp lycopersici (Fol).
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Tableau I11.5. Zone d’inhibition en (cm) aprés 48 h et 72 h d’incubation de champignon avec
L’huile essentielle.

Diametre des zones d'inhibition (cm)

Fusarium oxysporum f.sp lycopersici (Fol)

Diametre aprés 48 h | Diametre apres 72 h | Moyenne
Hertia (centre (périphérique)
Cheirifolia 1 2 3 2 3 48h | 72h
HE 0 0 0 4 1,4 1,4 0 |14
T- 1,8 1,3 / / / / 155 | /
Témoin | T+(MeOH) | 1,3 / / / /1135 [/
T+(CHClIs) 1,4 / / / / /

Tableau 111.6. Taux d’inhibition en (%) aprés d’incubation de champignon avec I’huile et les
extraits.

Taux d'inhibition ( % )

Fusarium oxysporum f.sp lycopersici (Fol)

Ex-méthanolique Ex-chloroformique Huile essentielle
1 (C1) 53,33 1 (C1) 28,14
1 (C2) 57,77 I (C2) 55,55 100
1 (Cs) 33,33 1 (Cs) 24,44

2023/3/23 11:28

Figure 111.4. Zone d’inhibition en (cm) aprés 48 h d’incubation de champignon avec huile
essentielle.
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Le Taux d’inhibition (I %) est calculé selon la formule suivante :

I=(C-T/C)x100
D'aprés les résultats présentés dans les tableaux (I11.4/111.5/111.6), le champignon est tres
sensible a I'huile essentielle de 100% pendant 48 heures d'incubation, car le résultat s'est aveéré
étre un inhibiteur trés efficace, et aprés réensemencement pendant 72 heures au périphérique de
milieu de culture, ou I'on a observé que le champignon a retrouvé sa capacité a se reproduire
avec un diamétre moyen de 1,4 cm ou son effet est classé comme fongistatique.
En ce qui concerne les extraits bruts, le champignon a montré une sensibilité élevée envers
I'extrait de méthanol, en particulier a la concentration C2 = 0,9 g/ml, ou le taux d'inhibition a
été estimé a 57,77 % comme pourcentage le plus élevé, suivi de la concentration C1=1 g/ml a
un taux d’inhibition de 53,33 % puis de la concentration Cz = 0,86 g/ml a un taux d’inhibition
de 33,33 %.
Le champignon a montré une sensibilité a I'extrait de chloroforme, en particulier a la
concentration C2 = 2,6 g/ml, ou le taux d'inhibition a été estimé a 55,55 % comme le plus éleve,
puis respectivement a la concentration C1 = 2,86 g/ml avec un taux d'inhibition de 28,14 % et a

la concentration Csz = 2,48 g/ml avec un taux d'inhibition de 24,44 %.

EXTRAITS CHLOROPHORMIQUE

xtraits et huile

N
‘l

I

EXTRAIT METHANOLIQUE

Taux d'inhibition (%)

Figure 111.5. Effet inhibitrice des extraits MeOH et CHCI 3 et de I’huile essentielle d’Hertia

cheirifolia sur Fusarium oxysporum f.sp lycopersici (Fol).
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111.4.2.2. Effet des extraits et de I'huile essentielle d’Hertia cheirifolia sur la levure Candida
albicans
Tableau I11.7. Zone d’inhibition en (cm) aprés 48 h d’incubation de la levure avec les extraits

et huile et les solvants.

Diameétre des zones d'inhibition (cm)
Candida albicans

Extrait méthanolique 3,6
Hertia Extrait chloroformique 1,3

cheirifolia Extrait d’acétate d’éthyle 5
Huile essentielle 7,1

Solvants Méthanol 3
Acétate d’éthyle 0,9

D'aprés les résultats obtenus précédemment, I’huile essentielle a montré une activité inhibitrice
anti-candida avec un diametre de 7 cm. Quant aux extraitsétudiés,les résultats obtenus montre
que les trois extraits ont une activité inhibitrice sur la levure. L’analyse statistique révéle que
I’extrait acétate d’¢thyle est le plus actif avec un diametre de 5 cm, suivi de
I’extraitméthanolique avec un diametre de 3,6 cm, et enfin I’activité inhibitrice la plus faible a
été enregistré avec 1’extrait chloroformique avec un diametre de 1,3 cm.

Le souche fongique testée étaient résistante aux différents extraits. Cependant, I'extrait d'acétat
d'éthyle et I' huile essentielle a montré un effet anti-candida similaire aux résultats obtenus a

partir des résultats de référence avec lesquels nous I'avons comparé ( Majoulilet al, 2017) .

m Extrait méthanclique

| Extrait chiorophormique

m Extrait d’acétate d’éthyie
Huile essentielle
m Méthanol

m Acétate d'éthyle

Figure 111.6. Effet inhibitrice des extraits et de I’huile essenticlle d’Hertia cheirifolia sur

Candida albicans.
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Figure 111.7. Zone d’inhibition en (cm) aprés 48 h d’incubation de Candida albicans

avec les extraits, huile, et solvants.

111.4.3. Activité antibactérienne

Le potentiel antibactérien des extraits et de I’huile a été évalué en termes de zone d'inhibition

de la croissance bactérienne.

Les résultats de P’activité antimicrobienne des extraits et de I"huile essentielle d’H. cheirifolia

contre les souches bactériennes testées sont représentés dans le (Tableau 111.8).

Tableau 111.8. Zone d’inhibition (cm) apres 48 h d’incubation des souches bactériennes avec

les extraits, huile et solvants.

Diameétre des zones d'inhibition (cm)

Bacteéries E. coli | Proteus | Enterobacterie | Klebsiella | S. aureus | Streptocoque
Extraits/Solvants ) ) ) pn (-) (+) (+)
) Extrait 1,6 15 15 15 1,8 1,8
Hertia | mgthanolique
cheirifolia | Extrajt d'acétate | 1,8 13 15 13 1,5 2
d’éthyle
Extrait 2 2,1 2,3 18 1,7 2
chloroformique
Huile essentielle - - - - - -
Méthanol 0,7 - 0,7 0,6 - 1
Solvants
Acétate d’éthyle 0,6 - 0,6 0,7 - 1,1
Chloroforme 0,8 - 0,8 0,7 - 15

Les résultats de cette étude montrent que tous les extraits ont une activité antibactérienne contre

les six souches bactériennes. Selon le tableau ci-dessus, les souches bactériennes testées sont

apparues de tres sensibles a sensibles vis-a-vis de I'extrait chloroformique.

47




Chapitre 111 Résultats et discussion

L’extrait méthanolique développe une activité assez bonne contre les souches a Gram positif et

moins de pouvoir inhibiteur a été observé contre les souches de Gram négatif.

L'activité antibactérienne la plus élevée de I'extrait d'acétate d'éthyle a été observée contre
Streptocoque et E.coli, avec une zone d'inhibition de 2 cm et 1,8 cm de diamétre respectivement,
une activité modérée contre S. aureus et Enterobacterie avec une zone d'inhibition de 1,5 cm
de diametre, et une activité moyenne contre les deux souches bactériennes Proteus et Klebsiella

pn avec 1,3 cm d'inhibition.

L'extrait chloroformique montre I'activité antibactérienne la plus élevée contre les souches a
Gram négatif E. coli, Proteus et Enterobacterie et la souche a Gram positif Streptocoque, qui
se sont rétractées dans une zone de 2 a 2,3 cm de diamétre apres les deux souches S. aureus et
Klebsiella pn avec 1,7 et 1,8 cm d'inhibition respectivement. Enfin aucune activité n'a été

observée pour I’huile essentielle contre les six bactéries.

Ces résultats peuvent étre expliqué par le fait que I'activité antibactérienne des extraits d’Hertia
cheirifolia est du aux différents agents chimiques présents dans ces extraits : les flavonoides,
les tannins et les triterpénes principalement les saponosides ainsi que d'autres composés de

nature phénolique, qui sont classifiés comme composes antibactérien tres actifs.

En comparant nos résultats avec d’autres études antérieures, il s'est avéré que notre extrait
CHCIs avait la meilleure activité antibactérienne, suivi de I'extrait AcOEt, tandis que l'autre
étude indiquait que l'extrait d'acétate d’éthyle était le plus efficace (Majoulil et al, 2017).Cela
est probablement dd a la différence dans la teneur en polyphénol et la zone de récolte de la

plante.
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Figure 111.8. Effet inhibitrice des extraits et des huile essentielle d’Hertia cheirifolia sur six

souches bactériennes.
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E. coli Proteus Enterobacterie

Streptocoque Klebsiella pn

Staphylococcus

Figure 111.9. Zone d’inhibition (cm) apres 48 h d’incubation des souches bactériennes avec
les extraits, huile et solvants.

111.5. Conclusion

Ce chapitre reporte les résultats de nos travaux de recherche de criblage phytochimique, les
activités anti-oxydante, antifongique et antibactérienne de I’huile essentielle et des extraits de

I’espece H. cheirifolia.

Apres avoir terminé cette étude, on peut dire que I’espéce H. cheirifolia est riche en métabolites
secondaire, les activités biologiques de I'huile essentielle et des extraits de cette espece
comprennent un large éventail d'activités différentes.

La discussion des activités biologiques fournit une perspective importante sur l'utilisation
potentielle des plantes médicinale dans le domaine de la médecine, de la pharmacie, ou dans le
domaine industriel.

Cependant, il est important de poursuivre les recherches pour comprendre les mécanismes

d'action de I’huile essentielle végétale et les extraits de I’espéce étudiée
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Conclusion générale

La flore Algérienne est I’'une des plus riches au monde et posséde de nombreuses plantes
utilisées en médecine traditionnelle. L’étude, que nous avons présentée dans cette these, portée
sur I’investigation chimique et biologique des parties aériennes d’une plante médicinale de la
famille Astéracée. (Hertia cheirifolia L.)

Au cours de ce travail, nous avons étudié la composition chimique de I’espéce Hertia cheirifolia

récoltée dans la région des Aures, en menant quelques tests préliminaires du screening
phytochimique, Ainsi que 1’activité anti-oxydante, antifongique et antimicrobienne de I’huile

essentielle et les extraits bruts (MeOH, AcOEt et CHCI3) d’H. cheirifolia.

Le dosage des poly phénols et des flavonoides totaux aussi sont effectués sur I’huile et les
extraits bruts.
En outre, afin d’obtenir un extrait enrichi en métabolites d’intérét, nous avons opté pour une

méthode d’extraction, une extraction solide liquide par une activation ultrasonore, en utilisant

différents solvants de polarité croissantes (n-hexane, CHCIz, AcOEt et MeOH).

Dans cette étude nous sommes arrivés a plusieurs résultats dont les plus importants sont :

L'extraction de la partie aérienne de notre plante a permis d'obtenir les rendements suivants :
(0,097 % pour I’huile essentielle et 2,84 % ; 3,68 % et 5,37 % pour les extraits bruts : CHClIs,
AcOEt et MeOH respectivement.

Le pouvoir antioxydant de I'huile vis a vis du DPPH, le plus élevé (96 %) est observé avec une

dose de 250 ug/ml ; pouvoir équivalent a celui qu’exerce la vitamine C (96 %) a la concentration
25 pg/ml.

L'huile essentielle est un inhibiteur trés efficace du champignon Fusarium oxysporum f.sp

lycopersici (Fol) et de la levure Candida albicans.

Les extraits bruts (AcOEt et MeOH) sont riches en polyphénols et en flavonoides, ces derniers

ont présenté une bonne activité anti-oxydante par DPPH avec une 1Csg de 9,85+0,24 mg/ml et
7,52+0,17 mg/ml respectivement par rapport a celle du standard (vitamine C ; ICso =
5+0,10mg/ml).

Les extraits étudiés ont un bon effet inhibiteur sur le champignon Fusarium oxysporum f.sp

lycopersici (Fol) et la levure Candida albicans.
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Conclusion générale

Par ailleurs, la détermination de 1’activité antibactérienne des extraits a mis en évidence des
niveaux d’action variable.
L'extrait de chloroforme a montré une activité antibactérienne considérable vis-a-vis de souches

testées, en particulier la souche a gram négatif Enterobacterie.

L’ensemble de résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiére étape dans la recherche

de substances d'origine naturelle biologiquement active, et des études in vivo sont souhaitables,
pour obtenir une vue plus approfondie sur I’activité anti-oxydante et les autres activités de

I’huile et des extraits de cette plante.
Notons enfin que ce travail permettra d’envisager des horizons de recherche ciblés dans I’axe

que nous avons initié sur les espéces d’Hertia cheirifolia dans notre territoire Algérien.
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Résumé

Les travaux présentés dans cette these contribuent a la valorisation chimique et biologique
d’une plante médicinale algérienne (Hertia cheirifolia L. (Acteraceae) en les caractérisant par
une étude phytochimique (quelques tests préliminaires du screening phytochimique sur I’extrait

brut), une évaluation des activités anti-oxydante, antifongique et antimicrobienne.

Ainsi, afin d’obtenir un extrait enrichi en métabolites d’intérét, nous avons opté pour une
méthode d’extraction par ultrasons, en utilisant différents solvants de polarité croissantes (n-
hexane, CHCIs, AcOEt et MeOH), une technique permet d’obtenir une extraction compléte et

donc des rendements d’extraction supérieurs dans un temps d’extraction trés cour.

L’évaluation in vitro de I’activité anti-oxydante de I’huile essentielle et des différents extraits
isolés de d’H. cheirifolia, a été réalisé par la méthode de piégeage du radical (DPPH¥*), ainsi
I’huile et les extraits ont présenté des activités anti-oxydantes intéressantes, dépendantes du

contenu en polyphénols totaux et en flavonoides.

L'évaluation de I'activité antifongique a montré I'efficacité de I'nuile essentielle et des extraits

bruts pour inhiber la croissance de champignon et de la levure Candida albicans,

Les différents extraits étudiés ont révélé aussi une forte activité antibactérienne vis-a-vis de

Enterobacterie pour I’extrait CHClIs, alors que I'huile essentielle n'a aucun effet antibactérien.

Mots clés :

Asteraceae, Hertia cheirifolia, Extrait, Huile essentielle, Etude phytochimique Flavonoides,
composés phenoliques, Activité biologique.



Abstract

The works presented in this thesis contribute to the chemical and biological valorization of an
algerian medicinal plant (Hertia cheirifolia L. (Acteraceae) characterizing them by a
phytochemical study (a few preliminary tests of the phytochemical screening on the raw
extract), an evaluation of the antioxidant activities, antifungal and antimicrobial. Thus, in order
to obtain an extract enriched in metabolites of interest, we opted for an ultrasonic extraction
method, using different solvents of increasing polarity (n-hexane, CHCI3, AcOEt and MeOH),
a technique allows obtain a complete extraction and therefore higher extraction yields in a very
short extraction time. The in vitro evaluation of the antioxidant activity of the essential oil and
the different extracts isolated from H. cheirifolia, was carried out by the radical scavenging
method (DPPH*), thus the oil and the extracts present interesting antioxidant activities,
dependent on the content of total polyphenols and flavonoids. Evaluation of the antifungal
activity showed the effectiveness of the extracts and essential oil in inhibiting the growth of
fungus and yeast Candida albicans, the different extracts studied also revealed a strong
antibacterial activity against Enterobacteriaceae for the CHCI3 extract, while the essential oil

has no antibacterial effect.

Keywords:
Asteraceae, Hertia cheirifolia, Extract, Essential oil, Phytochemical study, Flavonoids,

Phenolic compounds, Biological activity.
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