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BB Bain Bouche

BC Bacillus cereus

DMSO Dimethylsulfoxide

DPPH 2, 2-diphényle-1— picrylhydrazyl
EAG Equivalente acide gallique

EC Escherichia Coli

ECT Equivalent catéchine

EQ Equivalents Quercétine

FVT Flavonoides totaux

GN Gélose nutritive

HPLC Chromatographie en phase liquide a haute performance
1C50 Concentration inhibitrice de 50% des radicaux libres
MH Muller- Hinton

OE olivier eau

OET olivier éthanol

PE Pistacia eau

PET Pisctacia éthanol

PPT Polyphénols totaux

ST Staphylococcus aureus

TC Tannins condenses

UFC Unité Faisant Colonie

uv UV. Visible

ZE Zizyphus eau

ZET Zizyphus éthanol
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Intreduction générale

Ces dernieres années, les plantes médicinales et aromatiques ont fait 1’objet d’une attention
particuliére, que ce soit par les chercheurs ou par les utilisateurs. Cela est di, d’une part, a
I’efficacité et a la facilité d’extraction de leurs composés chimiques (principes actifs) et,
d’autre part, aux risques posés par de nombreuses substances chimiques de synthése. Les
plantes médicinales sont utilisées dans différentes préparations de la médecine populaire pour
traiter des infections variées et guérir des conditions mortelles. Selon I'organisation mondiale
de la santé, plus de 80 % des populations mondiales dépend de la médecine traditionnelle a
base de plantes pour leur prodiguer des soins de santé primaires. Méme maintenant, ils sont
économiquement importants et utilisés dans différentes industries pharmaceutiques [1].
Ces plantes ont toujours eu une place importante dans I'arsenal thérapeutique de 1’humanitg.
Elles sont une source potentielle de molécules bioactives a savoir les polyphénols, les
alcaloides, les terpenes, les flavonoides, les tanins, les stéroides, qui sont a 1’origine de
plusieurs activités biologiques tels que [D’activité anti-inflammatoire, antimicrobienne,
antiseptique, diurétique et antioxydant[2] . L’Algérie, offre une végétation riche et diverse
avec un grand nombre de plantes aromatiques spontanées. L’intérét porté a ces plantes n’a pas
cessé de croitre au cours de ces dernieres années [3]. Dans cette optique la valorisation des
plantes médicinales qui ont des utilisations thérapeutiques intéressantes, et d etudiées de
nouvelles préparations a base des extraits de ces plantes.L'objectif de ce travail est de mettre
en évidence et I’identification des métabolites secondaires par réalisation des tests
phytochimiques et dosage des polyphénols des différentes extraits ainsi que d’évaluer les
activités antioxydant et antibactérienne des extraits organiques des trois espéces. Le présent
document est réparti en deux parties principales:
» Partie bibliographique de ce mémoire est consacrée a une synthese bibliographique sur
L’olivier Olea europea, Pistacia lentiscus et Zizyphus lotus, la répartition géographique,
sa composition chimique, ces activité biologique, les composés phénoliques, leur
propriété physicochimique,
La partie expérimentale dans laquelle nous abordons les méthodes utilisee pour
I’extraction des composes phénoliques, les teste photochimique et le dosage des
polyphénols. Cette partie est suivi par une évaluation, de I"activité antioxydant et des
tests d’activité antibactérienne des extraits organiques vis-a-vis des souches sélectionnées.
Cette étude est complété par une formulation du bain bouche et test¢é son activité

antibactérienne a la fin une conclusion générale.
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I.1Introduction

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour I’humanité et plus
particulierement pour la majorité des communautés démunies des pays en voie de
développement qui en dépendent pour assurer leurs soins de santé primaires et leur
subsistance. Ainsi, ces populations utilisent la plupart des espéces veégétales, tant ligneuses
qu’herbacées, comme médicaments. En effet, une croyance bien répandue est que toute plante
soigne [4].Cependant, la flore algérienne avec ses 3000 especes appartenant a plusieurs
familles botaniques, dont 15% d’endémiques, reste trés peu explorée sur le plan
phytochimiques comme sur le plan pharmacologique [5]. Cette richesse et cette originalité
font que I’étude de la flore d’Algérie présente un intérét scientifique fondamental dans le
domaine de I’ethnobotanique, de la pharmacopée traditionnelle mais également un intérét

scientifique appliqué dans le domaine de la valorisation des substances naturelles [5].
1.2 L’olivier Olea europea

1.2.1 Présentation

L’olivier (Olea europaca L) est une espeéce largement cultivée dans le bassin
méditerranéen depuis la plus haute antiquité. L’utilisation la plus connue de I’olivier est sans
nul doute la production de I’huile d’olive qui est utilisée a des fins alimentaires, cosmétiques
et thérapeutiques [6] Par ailleurs, les propriétés médicinales de I’olivier sont également
attribuées a ses feuilles qui font aujourd’hui I’objet de nombreuses recherches scientifiques.
L’olivier est considéré donc comme étant une plante aromatique et médicinale, réservoir de
composés naturels aux effets bénéfiques [7].Les feuilles d’olivier sont connus par leurs vertus
bénéfiques pour la santé humaine, due a leurs richesses en composés phénoliques comme

I’oleuropéine, I’hydroxytyrosol et d’autres flavonoides [8].

a. fleurs b.feuilles C. rameaux c. fruits

Figure 1.1 : Presentation des parties de l'olivier Olea europaea
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1.2.2. Description botanique

L'olivier sauvage est un arbuste toujours vert et vivace qui croit spontanément dans les
bois méditerranéens Ses rameaux sont épineux et de section presque carrée .Les
feuilles sont simples, ovales, persistantes et opposées, elles sont blanc argenté a la face
inférieure, vert grisatre a la face supérieure. Elles sont plus petites que celles de I'olivier
cultivé. Les fleurs sont petites et blanches, a quatre pétales, sont réunies en grappes dressées
[9].Les fruits, olives, sont des drupes ovoides, vertes puis noires a maturité, a
noyau dur fusiforme [10]. Ils sont également plus petits, avec une faible épaisseur de pulpe, et
ils donnent donc peu d'huile. De par sa faible hauteur, les fruits de I'oléastre sont facilement
consommeés par les animaux [11].
1.2.3 Classification botanique

L'olivier appartient a la famille des oléacées. Le genre est appelé "Olea" et comporte 30
especes différentes réparties sur la surface du globe. La classification botanique de I’arbre de
I’olivier selon Ghedira est la suivante :

Tableau 1.1 : Classification botanique de 1’arbre de 1’olivier [12]

Regne Plantae
Embranchement Magnoliophyta
Sous embranchement Magnoliophytina
Classe Magnoliopsida
Sous classe Asteridae
Ordre Scrophulariales
Famille Oleaceae
Genre Olea
Especes Olea europea L.

1.2.4 Origine et distribution géographique

L’olivier sauvage pousse a une altitude de 1000 a 3000 m dans la zone aride qui
s'étend, en arc de cercle, du Tibet au Cap de Bonne-Espérance, en passant par le Cachemire,
I'Arabie Saoudite, le Soudan, I'Ethiopie et I'Afrique du Sud-est [13]. L'olivier occupe les
zones les plus chaudes de la région méditerranéenne [14], il pousse abondamment dans une
forét épaisse. Par ailleurs ces populations d'olivier sauvage sont limitées a quelques secteurs

isolés des foréts natales de la méditerranée [15], ces formes spontanées sont répandues

3
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notamment en Espagne, au Portugal, en Afrique du Nord, en Sicile, en Crimée, au Caucase,
en Arménie et en Syrie. Il a été également retrouvé en ltalie et dans le sud de la France
pendant 1°‘Holocéne [16]. Bien qu’il soit originaire d‘Asie mineure, 1’olivier s’est rapidement
étendu a tout le bassin mediterranéen grace aux Grecs et aux Romains lors de leur
colonisation, actuellement il est retrouvé méme au Japon [17]. Pour Tassin (2012), les limites
géographiques de I’olivier s’étendent de 1’ouest (Maroc, Espagne) vers 1’est du bassin
méditerranéen [18].

1.2.5.Composition chimique

Les feuilles sont particulierement riches en carbohydrates. La matiere organique est
constituée par des protéines, des monomeres et polymeres phénoliques tels que les tannins et
principalement par des polysaccharides tels que cellulose et 1’hémicelluloses. La teneur en
protéine est faible dans les feuilles d’olivier. La teneur en matiéres azotées totales (MAT) des
feuilles varie de 9 a 13%, alors que les rameaux ne dépassent guere 5 a 6%. Le teneur en
matiere grasse est environ 5 a 7% [19].La feuille d’olivier est riche en triterpénes,
flavonoides, sécoiridoides dont 1’oleuropéoside et en phénols. Elle exerce des activités
antioxydants, hypotensives, spasmolytiques, hypoglycémiantes, hypocholestérolémiantes et
antiseptiques, outre les propriétés diurétiques pour lesquelles elle est utilisée sous forme de
spécialité phytothérapeutique [12].Le Tableau ci-dessous montre sa composition chimique
globale. La composition chimique des feuilles varie en fonction de nombreux facteurs :
variété, conditions climatiques, époque de prélevement, age des plantations [20].

Tableau 1.2 : Composition chimique global des feuilles d’olivier [21]

Composants Pourcentages (g par 100 g)
Proteins 5,0-7,6a
Minéraux 2,8-4,4a
Cellulose 11,4b
Hemicelluloses 13,3b
Lignine 14,2b
Polyphénols totaux 1,3-2,3b
Tannins solubles 0,3b
Tannins condensés 1,0b
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a. correspond aux valeurs exprimées par rapport a la masse fraiche des feuilles d’olivier.

b. correspond aux valeurs exprimées par rapport a la masse séche des feuilles d’olivier.

1.2.6 Activités biologiques

L'olivier et ses dérivés peuvent étre considerés comme une source potentielle
d'antioxydants naturels et qui peut étre utilisé dans I'industrie pharmaceutique [22].La feuille
d’olivier est riche en triterpénes, flavonoides ,sécoiridoides dont 1’oleuropéoside et en acides
phénols. Elle exerce des activités antioxydants, hypotensives, spasmolytiques,
hypoglycémiantes,hypocholestérolémiantes et antiseptiques, outre les propriétes diurétiques

pour lesquelles elle est utilise e sous forme de spécialité phytothérapeutique[12].
1.3 Zizyphus lotus

1.3.1 Présentation

Zizyphus Lotus (Z. Lotus), également connu sous le nom de jujube, appartient a la
famille des angiospermes Rhamnacées. Cette famille comprend 900 especes aupres de 58
genres. Ce sont des arbres, des arbustes, des lianes ou des plantes herbacées [23]. Zizyphus
lotus est une plante médicinale fruitiére épineuse largement utilisé en médecine traditionnelle,
cultivée dans des régions tropicales et subtropicales de I'Asie, particulierement en Chine, en
Amérique et en Europe. Sa présence dans le nord africain est aussi documentée. C’est une
espéce polyvalente : ses fruits, ses feuilles et ses racines présentent plusieurs intéréts sur le
plan nutritif, cosmétique et médicinal [24].Le Zizyphus est utilisés en médecine traditionnelle

algérienne pour ses activités antidiabétiques, sédatives et hypoglycémiantes [25].

1.3.2 Description botanique

Zizyphus lotus (jujubier) est une sorte de fruit appartenant a la famille des Rhamnacées,
un arbuste épineux [26].Communément appelé "Sedra" en Afrique du Nord [27] Il forme des
touffes de quelques métres de diametres jusqu’a 2m de hauteur. Les feuilles sont petites,
alternes, obtuses, crénelées, a trois nervures, glabres, faiblement rigides, de 7 a 9 mm de large
et de 9 a 13 mm de long, a pétiole court [28].Les fruits sont des drupes sphériques dont les
noyaux osseux biloculaires, petits et ronds sont recouverts d’une pulpe demi-charnue, trés vite
seche, riche en sucre [28].Les fleurs sont solitaires ou groupées avec un seul pedicelle court.
Le calice est en forme d’entonnoir et pentameére. La corolle est petite a cing pétales, cing

étamines épipétales avec deux styles courts [28].
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a. fruits b.feuilles c. arbuste

Figure 1.2 : Presentation des parties de Zizyphus lotus

1.3.3 Classification botanique
La classification systématique de Zizyphus lotus selon Cronquist [29] est indiquée
dans le tableau ci-dessous.

Tableau 1.3: Place de Zizyphus lotus L. dans la systématique.

Regne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Mangnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Rhamnales
Famille Rhamnaceae
Sous-famille Paliureae
Genre Zizyphus
Espece Zizyphus lotus

1.3.4 Origine et distribution géographique

Zizyphus lotus est une espéce méditerranéenne, généralement dans les pays arides et
semi-arides, elle est largement distribuée en Chine, Iran, Afrique, en Corée du Sud et en
Europe dans des pays tels que Chypre, et la Sicile” [30].Elle est trés répondue dans le nord et
le nord-est de 1’ Algérie [31]. Dans le monde elle se trouve dans les pays de Berberie depuis la
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tripolitaine et la cote Est de Tunisie jusqu’au Maroc occidentale, sud de I’Egypte, Asie
mineur, Arabie, Afghanistan est cultivée et naturalisée dans le sud de Portugal et de I’Espagne
(a Terracine), Spontanée en Grece. C’est le Sedra des arabes, le Tazoura des Berberes. Elle est
aussi presente au Sahara centrale [32].
1.3.5Composition chimique

Les études phytochimiques menée sur le Zizyphus lotus montrent la présence de
métabolites primaires et secondaires [33].
1.3.5.1 Métabolites primaires

Le Zizyphus lotus contient les différents métabolites primaires, le tableau ci-dessous
indique le pourcentage des différents métabolites primaires dans le Zizyphus lotus.

Tableau 1.4 : Pourcentage des compositions primaires des Zizyphus lotus [34]

Composition Pourcentage
proteins 19,11%

Carbohydrates 40,87%
Lipides 32,92%
Sucres 20%

1.3.5.2. Métabolites secondaires

Le Zizyphus est connu par son contenu en molécules biologiquement actives tels que
les polyphénols (flavonoides, tanins), les triterpénes, les anthraquinones, les alcaloides
(cyclopeptides et isoquinolides), les saponosides [35]. Le tableau 1.5 présente Les
composants chimiques majeurs et leur quantité dans les différents organes végétaux du

Zizyphus lotus.
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Tableau 1.5 : Les composants chimiques des différents organes du Zizyphus lotus[36] .

Organe de Z.lotus

Composés majeurs

Quantité(en mg/Q)

Polyphénols totaux 297-4078,2
Fruit Flavonoides 122
Tanins 33
Saponines 340
Feuiles Flavonoides 130-199
Polyphénols totaux 664
_ Protéines 14220
Graines
Polyphénols totaux 14,68
Protéines 1180
Tanins 922
Pulpes ]
Polyphénols totaux 325
Flavonoides 173

1.3.6. Activité biologique

Le Zizyphus est connu par son contenu en molécules biologiquement actives tels que les
polyphénols (flavonoides, tanins), les triterpénes, les anthraquinones, les alcaloides
(cyclopeptides et isoquinolides), les saponosides [35]. Le Zizyphus lotus utilisées en
médecine traditionnelle et ancestrale, a la fois en Afrique du Nord et au Moyen-Orient, pour
le traitement de plusieurs pathologies (l'obésité, les troubles urinaires, le diabete, les
infections cutanées, la fiévre, la diarrhée, I’insomnie, l'inflammation et les peptisateurs [37]
.Les feuilles des especes de Zizyphus ont un effet hypoglycémiant et une activité antiseptique.
L'infusion de fleurs est utilisée comme fébrifuge et désinfectant pour les yeux [38].Le fruit de
Z. lotus est une source précieuse de nutriments ainsi que des composés antioxydants,
antimicrobiens et antifongiques, immunosuppresseurs, anti- inflammatoires et
antiulcérogeénes. Les fruits ont également des effets antitumoraux [39] tandis que I'extrait de
racines a des activités anti-inflammatoire ; analgésique antifongiques et antibactériennes
[38,40].Borgi et Chouhane ont montrés que les extraits aqueux des racines, des feuilles et des
fruits de Zizyphus lotus L. possedent une activité anti-ulcérogénique grace a la présence des

tanins et des flavonoides connus par leur effet gastro protecteur [40].




Chapitre | Présentation des plantes étudiées

|.4.Pistacia lentiscus (L.)

1.4.1 Présentation

Le lentisque, ou pistachier lentisque (Pistacia lentiscus L.), est un arbrisseau du genre
Pistacia appartenant a la famille des Anacardiaceae qui comprend environ 70 genres et plus de
600 especes [41]. Le genre Pistacia comprend onze espéces a travers le monde. Son aire est
discontinue et compte quatre régions phytogeographiques: méditerranéenne, irano-
touranienne, sino-japonaise et mexicaine [42]. Pistacia lentiscus L., pistachier lentisque, ou
lentisque est appelé aussi arbre au mastic car sa séve est utilisée pour la réalisation d'une
gomme a odeur prononcée. Le pistachier lentisque peut s’adapter a des conditions

pédoclimatiques difficiles, comme la sécheresse ou un sol calcaire [43].

1.4.2 Classification botanique

D<apres Quézel et Santa [44], la position des lentisques dans la systématique du regne

végétal est donnée par 1‘arbre phylogénique représenté dans le tableau suivant [45].

Figure 1.3: Pistacia lentiscus[46]
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Tableau 1.6 : Classification du Pistacia Lentiscus L

Reégne Plantae
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
classe Dicotylédone
Sous classe Dialypétales
série Diacifores
ordre Sapindale
famille Anacardiacées
Genre Pistacia
Espéce Lentiscus

1.4.3 Description botanique

P.lentiscus est un petit dioique a feuilles persistantes ligneuses pennées et a folioles
lancéolées, a écorce résineuse a odeur de résine fortement acre, atteignant 1 a 8 m de haut. Il a
un fort aréme caractéristique, produisant des brillants bais globuleux rouges. Floraison des
plants males et femelles se chevauchent, généralement entre mars et mai et il pousse sur des
sols alcalins. Tous les arbres de P. lentiscus partagent un rachis alternatif, coriace, et ailé,
mais la morphologie peut varier : folioles oblongues, lancéolées ou elliptiques, mésocarpe
mou ou sec, endocarpe 0sseux ou coriace [47]

1.4.3.1 Feuilles
Les feuilles de Pistacia lentiscus sont persistantes, possédant quatre a dix folioles assez

étroites, coriaces, composees, elliptiques et lisses colorées en vert. Les feuilles du Pistacia
lentiscus ont une durée de vie de 2 ans [48].

1.4.3.2 Fleurs

Les fleurs méles et femelles du pistachier lentisque poussent sur différents arbustes, ces fleurs
sont toutes tres petites de 2-3 mm de large, vertes ou rougeatres et denses, elles sont

disposées en épis courts, serrés, latéraux a 1’aisselle des feuilles. Les fleurs femelles sont de

couleur vert jaune et les fleurs méles sont rouge foncé [49].

10
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1.4.3.3 Fruits

Les fruits de 1‘arbre de lentisque sont des drupes de petite taille d'environ cing
millimetres, globuleux qui renferment un seul noyau a une seule graine contenant une pulpe
de bon goit et d‘une odeur embaumée [50]. Les fruits présentent plusieurs couleurs aux
différents stades de maturité en effet, ils sont de couleur verte, au début, puis se transforment
en rouge a mi-maturité et a la maturité ils sont noiratres.
1.4.3.4 Mastique ou résine

Une substance résineuse de couleur jaune claire (transparente) obtenue par 1’incision
répétée des tiges (figure 4) en émiant une odeur balsamique relativement forte qui durcit au
contact avec I’air, est appelée mastic ou gomme-mastic d'ou son nom commun d'arbre a

mastic, généralement la production est d'environ 4 & 5 kilos par arbuste [51,52].

Figure 1.4 : Présentation des parties de Pistacia lentiscus [53]

1.4.4 Origine et répartition géographique

Pistacia. lentiscus L. est un arbre spontané qui pousse sur tout le bassin méditerranéen
en sites subhumide, semi-aride et arides de I’Europe, d’Afrique et d’Asie, jusqu'aux Canaries
et au Portugal [54]. Il se trouve a I'état sauvage, sur tout type de sols dans les maquis et les
garrigues [55]. En Algérie, le lentisque occupe I’étage thermo-méditerranéen en sites
subhumide et semi-aride sur tout type de sol[56], plus précisément dans le bassin du
Soummam en association avec le pin d'Alep, le chéne vert et le chéne liege[57] , et se trouve
sur le long du tell et dans les zones forestiéres [55]. Sa limite méridionale se situe aux

environs de Saida, sa présence au sud de 1’ Atlas saharien n’est pas signalée [58].

11
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1.4.5 Composition chimique de I’espéce Pistacia lentiscus

Cette plante révéle la présence de plusieurs composes principaux: myrcene (19-25%) ;
a-pinéne (16%),; terpinene-4-ol (22%) ; d-3- caréne (65%) , myrcéne, limonéne, terpinene-4-
ol , a-phellandréne, sabinéne, para-cymene et gterpinéne[59].
1.4.5.1 Partie aérienne

L’analyse phytochimique des extraits de P.lentiscus a révélé que les parties aériennes
sont atteintes dans sa composition chimique comme I'huile essentielle, alcaloides, produits
phénoligues, tanins et saponines [60].
1.4.5.2 Les feuilles

Des études précédentes ont montré que l'extrait éthanoique de feuilles est une source
riche de flavonoides, acides phénoliques et tanins avec une forte concentration de composés
phénoliques [61]. Elle est également riche de polyphénolscomposés (7/5% du poids sec des
feuilles) en particulier le galloyl des dérivés comme I'acide mono, di et tri-O-galloylquinique
et monogalloyl glucose . 1,2,3,4,6-Pentagalloyl glucose. Des dérivés de la myricétine ont été
déterminés comme 20% de la quantité totale de polyphénols de feuilles de P. lentiscus [62].

1.4.5.3 Fruits
Les analyses ont montré que les principaux composants des extraits de fruits de P.

lentiscus étaient les flavonoides, les tanins et les anthocyanes et triterpéne [63].
1.4.5.4 La résine

L'analyse phytochimique de la gomme de mastic a révélé qu'elle contient un
pourcentage élevé (30%) d'un polymeére insoluble (poly-B-myrcéne), une fraction acide
contenant principalement des acides triterpéniques et une fraction de mastic neutre contient
plusieurs composés triterpéniques neutres possedant une structure de type phytostérol [64] . I
contient 90% d'hydrocarbure monoterpénique ,79% d'a-pinéne et 3% de B-myrcéne [60].
1.4.5.5 I'huile essentielle

Pastacia. lentiscus est une riche source d'huiles essentielles composant les acides gras
tels que les acides oléique, palmitique et linoléique et les polyphénols et comprennent le
glucuronide de myricétine, myricétine 3-O-rutinoside et myricétine 3-O-rhamnoside
quercétine 3-O-rhamnoside, delphinidine 3-O-glucoside, cyanidine 3-Oglucoside, acides

phénoliques comme l'acide gallique et le 5-Ogalloyl quinic acide [65].
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1.4.6 Activités biologiques de Pistacia lentiscus

Les feuilles sont pourvues d'activités anti-inflammatoire, antibactérienne,
antifongique, antipyrétique, astringente, hépatoprotective, expectorante et stimulante [66,67].
Elles sont également utilisées dans le traitement d’autres maladies telles que 1’eczéma,
infections buccales, diarrhées, lithiases rénales, jaunisse, maux de téte, ulcéres, maux
d'estomac, asthme et problémes respiratoires [68]. L'écorce du P.lentiscus est largement
utilisé contre I'nypertension dans certaines régions d'Espagne, les gents préparent la partie
aérienne de la plante en décoction a 1% et prennent 150 ml, une fois par jour a jeun [68]. La

résine de cette plante possede des activités antioxydant et antimicrobienne [69].
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Chapitre 11 Résultats et discutions

1.1 Détermination de Taux d’humidite

Les résultats des teneurs d’humidité des plantes étudiées sont présentes dans la figure
ci-dessous. On observe une teneur tres forte dans les feuilles de Zizyphus lotus avec une
valeur de 56 % par contre un pourcentage plus faible est enregistré dans les feuilles de
Pistacia lentisques avec une valeur de 45% .Cette teneur en eau est conforme a celle observée
par la pharmacopée Européenne 1999. La teneur élevée en eau, chez les plantes, est en
relation étroite avec 1’activité métabolique. Elle fournit I’hydrogeéne indispensable aux

réactions de biosynthése [152].

47%
= matiére séche (Pistacia) = matit_érg §éche (Olea) = matiére §éche (Zizyphus)
® humidité humidité = humidité

Figure 11.1: Teneur en humidité des trois plantes

1.2 Rendement de ’extraction

Apres extraction et récupération des extraits sous forme de poudre, 1’aspect physique,
la couleur et le rendement (exprimés en g/100 g de matiere seche) de chacun des extraits ont

été déterminés et représentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau I1.1 : Rendement et I’aspect organoleptiques des différents extraits

Les extraits Aspect Couleur La masse () Rendement(%o)
Zizyphus eau ZE Poudre Vert clair 1.0616 21.23
Zizyphus éthanol ZET Poudre Vert foncé 0.904 18.08
Olivier eau OE Poudre Marron 1.2187 24.37
Olivier éthanol OET Poudre Vert foncé 1.0951 21.90
Pistacia eau PE Poudre Miel 1.6057 32.11
Pistacia éthanol PET Poudre Vert foncé 1.513 30.26
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Figure 11.2: Rendements d’extraction des composés phénoliques

D’aprés la figure(l1.2) on constate que les rendements d’extraction varient en fonction du
I’espéce et en fonction du solvant;
> Les résultats obtenus révelent que I’extrait Pistacia eau donne clairement le meilleur
rendement de 32,11 % suivie par ’extrait Pistacia éthanol avec un rendement de
30,26 %. Le rendement le plus faible est celui de Zizyphus éthanol de I’ordre de
18,08 %.
> Le rendement des extraits dépend de plusieurs facteurs, tels que 1’origine de la plante
[153], la variété, la saison de récolte, les conditions climatiques et environnementales,
la situation géographique, les différentes maladies qui peuvent affecter la plante, la
maturité de la plante [154] et la méthode d'extraction.

1.3. Caractérisation des extraits par spectroscopie infrarouge

Les spectres IR obtenus confirment la présence des bandes caractéristiques dont
chacun correspond a un groupement fonctionnel donnée, les résultats sont rapportés dans les
figures ci-dessous.
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49



Chapitre 11

Résultats et discutions

1,05
OE
] l
1,00 W
: b, | . fl Al fﬂ N
\(" I J'llll |!’ ored? MY [ | lﬂ | m
{ | fly [
| .WF P 1o |
0.95 - ! A i
= I / i (] CH
8 T l']l / fk H }
& 090- \ S Iy f
e \ / c=o|| || ¢ [ |
2 1 lL'l‘ jn|| |I | | || I| ( II| {
© 0.85- \ P fq,' | HJ IR
= | N/ W | OHJ H ||| |
Il
0,80 ‘ _ |
_ OH ¢y c=C co H/
0,75 - U
| C-O
0,70 . . ] . . .
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Longueur d'onde cm-1
Figure 11.5: Spectre IR de I’extrait olivier eau
1,1
. OET
1,0 i ; e .-L.l\’\"".fwf(\'ru\‘] . I|'| I|‘I
i //N A r\ ’Vﬂu II A
0,9 11 Py L W Jrll n/ Lf.-w’{
5093 E / [ | \ |
5] 0,8 - L't ( l f\ fl CH
5 | ) N,
= 7 | /f\ / Cc=0 J I| i l' |“'|I |
5 07+ \ TARY | J1 T
S /e c=d VW) /
= -4 L} H = [}
— 0.6 - \‘\/‘; OH I|
J OH }
0.5 - I.f\ (
] |
l
0,4
Cc-O
1 L) I I I I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Longueur d'onde cm-1

Figure 11.6 : Spectre IR de I’extrait olivier éthanol

50



Chapitre 11 Résultats et discutions

114 PE

107 Uy P ‘ I
1 W ) oo M ‘JI I
0,9 HH‘ i "‘ || pov h“‘u‘ |
l | S (L
0.8 - '.‘ // I| I|Ik | || . | CH
] ] c=0 i Il

0,7 — ‘.\'.‘ A .I.."If |
06 \/ cH I A
1 \\._,,/ C_CM Inl | I| |
0:5 N OH ) | ‘

Transmittance %

0,4 ) U

0,3 - C-0

. , r T . , . T : T . T .
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Longueur d'onde cm-1

Figure 11.7 : Spectre IR de I’extrait Pistacia eau

1,14

1,0

—YRLTIRTE |’|

Tt . i n
| W) " '- I / ‘-’nﬁ I"\ ™ !JI
0 HI S

1 | S/ bl
0.8 l / I | | CH

\ | ]
1 \ / c=0/ [N
0’7 a '.\II ,"/\". ."f || ‘ H l‘ fl

- 1! If X | ! |
0,6 \'\ ;‘2 CH ||| LII,JI l\ || II‘\ |
S Cc=C | ot

Transmittance %

05+ OH .
_ co |||l
0,4 - U

0,3 C-0

; , . T . , . T . T r T .
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Longueur d'onde cm-1

Figure 11.8 : Spectre IR de I’extrait Pistacia éthanol

Les spectres présentent une large bande vers (3270-3240 cm ) est due aux vibrations
d’élongation OH caractéristique des acides organiques, et deux bandes d'intensité

moyennes vers 2853cm™ et 2924cm™, caractéristique des vibrations d’élongation

51



Chapitre 11 Résultats et discutions

symétriques C-H des groupes aliphatiques CH, et CHg, respectivement. Une bande au
voisinage de 1698 & 1713cm™ de groupe carbonyle (C=0O) caractéristiques d'acides
phénoliques.On observe aussi des bandes intenses & 1605 cm™ et ceux a 1517cm™ sont
attribués a la vibration d’élongation de la liaison C=C du cycle aromatiques. Les bandes
au voisinage 1444- 1316 cm™ sont attribuées & la vibration de déformation de groupe OH.
On note une bande intense vers 1017 cm™ qui est attribué au C—O phénolique. Les bandes
au voisinage de 949 & 511cm™ sont attribuées a la vibration de déformation de la liaison
CH insaturé. La détection de ces bandes d'absorption caractéristiques confirme la richesse
des extraits de feuilles en composés phénoliques.

Tableau 11.2 : principales bandes caractéristiques des extraits

Nombre d'onde (cm™) Vibration des groupes fonctionnels
3270 -3240 OH des acides organiques
2853- 2924 C-H des groupes aliphatiques
1698-1713 C=0 d'acides phénoliques
1605-1517 C=C du cycle aromatiques
1415-1336 vibration de déformation de groupe OH
1017 C-O phénolique.
949-511 vibration de déformation de CH insaturé

1.4 Screening phytochimiques
Les tests phytochimiques réalisés ont permis de mettre en évidence la présence ou
I’absence des différents principes actifs, ils sont exprimées par (+) et (-) respectivement. Ces

tests préliminaires sont reportés dans le tableau ci-dessous et annexe 11.1 :
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Tableau 11.3 : Résultats des tests phytochimiques d’extraits de Zizyphus Lotus

Les different extraits
Meétabolites o Extraits aqueux Extraits éthanol
secondaires Réactifs : _ : _
Observation | Résultat | Observation | Résultat
Flavonoides NaOH ++++ - ++++
Tannins Chlc_Jrure ++++ +++
ferrique
Phénols (f:hlqrure - n ++
errique ,
AN
. Acide sulfurique| -
Quinones concentré T T
Chloroforme
-Anhydride
Stéroides acétique - -
-Acide
sulfurique
Réactif de
Alcaloides Mayer + +++
+ HCL
Saponines Eau distillé +4+++ . -
Chloroforme
Terpénoides +acide - +
sulfurique
. Hydroxyde de )
Coumarines sodium ++++ .
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L’ensemble des résultats enregistrés révelent une composition riche et variée en métabolites
secondaires ou les flavonoides, les tanins, Quinones et les phénols sont présents en quantité
importantes, avec 1’absence de coumarines, alcaloides, Stéroides, Saponines et de térpenoides
dans certains extraits. On constate que 1’eau distill¢ est le meilleur solvant d’extraction avec
une quantité plus grande des différentes familles chimiques

1.5 Analyse quantitative
1.5.1 Dosage des polyphénols totaux

La teneur des polyphénols totaux des différentes extraits est déterminée par
I’équation de régression y =0.017x-0.058, du courbe de calibration de 1‘acide gallique et

exprimée en milligramme équivalent d‘acide gallique par g de la matiere seche (mg EAG/ g).

1,2
1 0
o y =0,0178x - 0,0581 Pt
§ 0,8 R2=09%6 . :
206 s
2 P
foa .
L
0,2
0
0 10 20 30 40 50 60 70
C (ng/ml)

Figure 11.9 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

Les résultats du dosage des PPT obtenus sont illustrés dans la figure suivante et (annexes 11.2)

4,5
w 4
o
S 35 mZE
§ 3 mZET
2 15 OE
& = OET
S
3 HPE
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= PET

0,5

0

ZE ZET OE OET PE PET

Les extraits

Figure 11.10 : Teneurs en polyphénols totaux des extraits
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v Les analyses quantitatives des extraits préparés confirment la richesse de nos plantes

par les groupes chimiques ciblés (polyphénols)

v Les résultats en terme de teneurs en polyphénols totaux montrent que I’extrait
Zizyphus eau, olivier éthanol et 1’extrait Zizyphus éthanol étaient les plus riche en
polyphénols avec des teneurs de 5.02, 4.897et 4.44mg EAG /g, alors que I’extrait
Pistacia éthanol ne contient que 3.33mg EAG /g).

1.5.2 Dosage des flavonoides
La teneur en flavonoides des différentes extraits a été déterminée a partir de la courbe
d‘¢talonnage de la Quercétine (y=0.0018x+0.1347) et exprimé en mg équivalent de

Quercétine par gramme de matiere seche (mg EQ/Q)

0,35 y =0,0018x + 0,1347

R2=0,99
- )
03 + e
0,25 Pty
o e
2 o
S 02 + e
e e *
.
2 015
o}
<
0,1
0,05
0
0 20 40 60 80 100 120
C (ng/ml)

Figure 11.11: Courbe d’étalonnage de quercitrine
Les résultats du dosage des, flavonoides sont représentés dans la figure suivante et

(annexes 11.2)
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Figure 11.12 : Teneur en flavonoides des différents extraits

v" On constate que I’extrait olivier éthanol présente la plus grande teneur en flavonoides
dont la valeur est égales a 10,14mg/g Alors que la plus faible teneur 0,76 (mg/g) est
trouvée dans 1’extrait Zizyphus eau , ce la confirme que les extraits éthanoiques sont

tres riche en flavonoides.

1.5.3 Teneur en tannins totaux
Les teneurs des tannins sont calculées a partir de la courbe d‘étalonnage de catéchine
y=0.00076x-0.0076 (annexe 11.2) [134] et exprimés en mg équivalent de Catéchine/g d’extrait (mg

EC/g). Les résultats tanins condensés sont répertoriés dans le tableau suivant et (annexes 11.2)

Tableau 11.4: Teneur en polyphénols, flavonoides et tannins des différents extraits

Extraits Polyphénols (mg/g) Flavonoides (mg/g) | Tanins (mg/q)
Zizyphus eau ZE 5.015 0.764 14.08
Zizyphus éthanol ZET 4.439 4.995 15.95
Olivier eau OE 3.657 1.609 10.54
Olivier éthanol OET 4.897 10.141 12.39
Pistacia eau PE 3.879 2.120 9.42
Pistacia éthanol PET 3.331 6.385 10.43

v' La figure ci-dessous montre les résultats de la composition en tanins condensés totaux

des extraits.
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Figure 11.13 : Teneur en Tannins des différents extraits

v A partir des histogrammes illustrés ci-dessus on observe que les teneurs en tannins
varient considérablement entre les différents extraits.

v/ On remarque que I’extrait Zizyphus éthanol a enregistré une teneur la plus élevée
avec une moyenne de 15,95 mg EC/g d’extrait sec cependant 1’extrait Pistacia eau a

montré une faible valeur de 9,42 mg EC/g d’extrait sec.
1.6 Activité antioxydant des extraits

La méthode de DPPH a été choisie, en raison de sa simplicité, rapidité, sensibilité et de
sa reproductibilité [155]. Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition
du radical libre DPPH en fonction des concentrations des extraits. Le pouvoir
antiradicalaire des différents extraits est représenté dans les tableaux et (annexes 11.3) et
illustré dans les figures ci-dessous :
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Figure 11.14 : Résultats de I’activité antioxydant

v' D’aprés les résultats obtenus, on constate que le pouvoir antiradicalaire est

proportionnel a la concentration des extraits préparés.

La détermination des pourcentages d'inhibition IC50 des différents extraits a été réalisee
graphiquement sur les courbes de régression qui relient les pourcentages d'inhibition aux

concentrations .Les résultats sont regroupés dans le tableau suivant.
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Tableau 1.5 : IC50 des différents extraits des plantes étudiees

Les extraits Equation linéaire IC50 (ug/ml)
ZE y = 0,1064x - 8,6535 551.254
ZET y =0,0958x + 12,816 388.14
OE y=0,0915x + 15,704 374.819
OET y=0,0851x + 30,342 230.998
PE y=0,1039x + 11,266 372.8
PET y=0,0543x + 47,129 52.872

Les valeurs IC50 calculées nous ont permis de dessiner la figure suivante:

600
[ ]
500 ZE
S = ZET
3 400 oF
300 OET
200 "PE
= PET

100

ZE ZET OE OET PE PET
Les extraits

Figure 11.15 : IC50 d’activité antioxydant des extraits

v Les résultats obtenus montrent que les différents extraits présentent une capacité
antioxydant importante, ainsi que I’extraits PET posséde la meilleure activité
antioxydant de ’ordre de 52,87 pg/ml, suivi de I’extrait OET avec une IC50 de
230,99 pg/ml cependant D’extrait ZE possede la plus faible capacité antioxydant de
I’ordre de 551,24 pg/ml

|.7 Pouvoir antibactérien des extraits
L’activité des extraits étudiés a ét€ évaluée par la présence ou I’absence d’inhibition de
la croissance bactérienne. La présence de 1’activité antibactérienne est traduite par

I’apparition des zones claires autour des disques imbibés des extraits, 1’absence de
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I’inhibition se traduit par ’absence d’halos autour des puits. Apres 48 heures d'incubation

a 37°C. Les résultats obtenus sont présentés sur les figures suivantes :

Figure 11.16 : Résultats de I’activité antibactérienne des extraits des vis-a-vis Bacillus cereus

Figure 11.17 : Résultats de I’activité antibactérienne des extraits vis-a-vis S. Aureus
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PET

Figure 11.18 : Résultats de I’activité antibactérienne des extraits vis-a-vis E. Coli

v' D'aprés les résultats, il apparait que toutes les souches bactériennes testées sont

inhibées par les extraits phénoliques, avec divers degrés d'activité antimicrobienne.

En effet selon les études réalisées par Hayouni et al ont rapporté que la méthode
d’extraction et la nature du solvant peuvent influencer ’activité antimicrobienne des
composés phénoliques des plantes. Le diameétre de la zone d’inhibition différe d’une
bactérie a une autre et d’un extrait & un autre. La variation de 1’activité antimicrobienne

des extraits explique les variations de leurs compositions chimiques [156].

v" Les tests d’activité antibactérienne ont permis de mettre en évidence la présence d’une
importante activité des extraits sur les différentes souches testées. Les zones
d’inhibition et leurs diamétres sont présentés dans les tableaux (annexe I1.4) et les

figures ci-dessous.




Figure 11.19: Diamétres des zones d’inhibition des extraits.
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On remarque que, la croissance des colonies d’Escherichia coli, est fortement inhibées

par les extraits olivier éthanol et Pistacia eau avec des zones d’inhibition d’ordre de

40mm et 30mm respectivement.

v/ On note aussi que

d’inhibition d’ordre de 35mm et 29mm respectivement.

la croissance des colonies de Bacillus Cereus est fortement

inhibées par les extraits Zizyphus éthanol et Pistacia éthanol avec des zones
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v’ Les résultats présentés sur les figures ci-dessus montrent que ’extrait éthanoique
d’olivier présente une bonne activité contre Escherichia coli, par rapport aux autres

extraits.

v' On constate que I’extrait Pistacia éthanol est I'extrait le plus efficace retardant la
croissance microbienne de toutes les bactéries pathogénes testées.
Des valeurs similaires ont été enregistrées dans les travaux de Benhamou et al. (2008),
Dans I’extrait éthanoique des feuilles de Pistacia lentisque avec une zone d’inhibition

de 21,5 mm contre S. aureus [157].

Il apparait que I’extrait Zizyphus eau semble avoir une action inhibitrice modérée sur la
croissance d’Escherichia coli, Bacillus Cereus et de Staphylococcus aureus avec un diameétre
d’inhibition varie de 16mm, 15mm a 8mm respectivement.

On pense que différents mécanismes sont responsables de l'activité antimicrobienne de
polyphénols. Certaines études de Scalbert montrent que les phénols hautement oxydés [158]
ou ceux qui ont plus d'OH sont plus inhibiteurs que ceux qui sont moins oxydes. De plus, les
travaux de Sato et al confirme que les flavonoides avec plus de groupes (OH) avaient une
plus grande activité antimicrobienne [159].

Dans d'autres études, Cowan a signalé que certains composés phénoliques tels que les
quinones agissent comme une source de radicaux libres stables et se lient de maniére
irréversible aux protéines, entrainant leur perte de fonction. D'autres cibles sont I'inactivation
des enzymes, la liaison aux adhésions a la surface des cellules microbiennes, la liaison aux
protéines de la paroi cellulaire et I'interaction avec les substrats les rendant indisponibles pour
le micro-organisme [160].

1.8 Caractéristique du bain bouche

D’aprés les résultats obtenu on constate que les formulations de bain bouche a base
des trois espéeces ont montrés un bon résultat de point de vue homogénéité, couleur, odeur,
PH, aussi ils ont montrés une bonne stabilité durant le stockage dans le réfrigérateur pondant

la période d'étude (35jour).
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Tableau 11.6 : Caractéristique du bain de bouche

Paramétre Les formulations
Température | d'évaluation
F1 F2 F3 F4
Couleur vert foncé vert foncé vert foncé vert foncé
Pas de Pas de Pas de Pas de
Odeur
changement | changement | changement | changement
Séparation de
3-5°C Aucun Aucun Aucun Aucun
phases
Homogénéité bien bien bien bien
pH 5.55 5.60 478 4.65

1.9 Evaluation antibactérienne des formulations du bain de bouche

Apres 48 heures d’incubation a 37°C, les zones d’inhibition observées autour des puits

imprégnés de différentes formulations ont été mesurées. Les résultats obtenus sont présentés

sur la figure suivante et dans les tableaux (annexes 11.4) :

Figure 11.20 : Résultats de 1’activité antibactérienne de BB vis-a-vis B. Cereus
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Figure 11.21 : Résultats de I’activité antibactérienne de BB vis-a-vis E. Coli

v' On remarque que toutes les formulations ont dénoncé un effet inhibiteur important
contre les souches sélectionnées.

v" On note une faible activité inhibitrice des différentes formulations contre la souche

F1 F2 F3 F4
Figure 11.22 : Résultats de 1’activité antibactérienne de BB vis-a-vis S. Aureus
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Figure 11.23 : Diamétres des zones d’inhibition des bains de bouches
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>

D’apres les histogrammes obtenu on constate que quatre formulations présentes un
effet inhibiteur significatif contre Escherichia coli, S.Aureus, avec un diamétre
d’inhibition varie entre 14mm et 27mm.

On constate que, la croissance des colonies Staphylococcus aureus, est fortement
inhibées par ces formulations avec des zones d’inhibition vari entre 12 mm et 22 mm
Les figure ci-dessus affirme que le pouvoir antibactérien des formulations est classer
selon I’ordre suivant F4 > F1 > F 3>F2.

On observe que les diamétres des zones d'inhibition diminuent graduellement avec les
dilutions préparé.

On conclue que la formulation F4 a un meilleur effet inhibitrice vis a vis les souches
Staphylococcus aureus et Escherichia coli, et cela est du probablement a la
combinaison des différents métabolites secondaires bioactifs de chaque plante.

On conclue que bain bouche a base de plantes formulé une alternative abordable pour
réduire le nombre de microbes. Cependant, d'autres études cliniques a long terme sont
essentielles pour fournir une normalisation et une qualification indispensables des

diverses combinaisons de bains de bouche a base de plantes.
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I.1 Matiére végeétal

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation de certaine plantes médicinales
de la région de Tiaret de point de vue activité biologiques et composition chimique de leur
principe actif. Dans ce contexte notre étude est basée sur I’extraction, 1'identification et la
quantification des composés phénoliques, suivi par 1’évaluation des activités biologiques a
savoir la capacité antioxydant et 1’activité antibactérienne de ces extraits. Ce travail est
enrichir par  une application de ces composés bioactifs dans une formulation
pharmaceutique.
Les feuilles matures des deux espéces Pistacia lentiscus et 1’olivier ont été collectés de la
région de Tagdemt alors que les feuilles Zizyphus lotus ont été récoltées de la région de
Tidda située au Nord-ouest de la wilaya de Tiaret. La collecte des feuilles a été faite en
février 2023. L'identification de ces plantes a été effectuée et confirmée par un botaniste du
département de biologie de la faculté science de la vie et de la nature de 1’université de Tiaret.

Feuilles de Zizyphus Feuilles de Pistacia Feuilles de I’Olivier

Figure 1.1 : Representation des trois espéces

1.1.1 Reécolte et séchage

Apres récupération des plantes, les feuilles sont nettoyées soigneusement puis bien
lavée avec 1’eau froide. Le séchage a été effectué naturellement a ’abri de la lumiére, a une
température ambiante. L’étape de séchage séjourne environ de 15 a 20 jours, suivie par la
conservation des especes dans des sacs. Le matériel végétal a été broyé dans un moulin
électrique en une poudre trés fine (1 a 2 mm de diamétre) pour augmenter la surface
d’échange entre le solide et le solvant et faciliter I’extraction. Par la suite la poudre a été

conservée dans des flacons a 1’abri de la lumiére.
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Figure 1.2 : Test de détermination de taux d’humidité

\ |

Feuilles de Zizyphus Poudre de Zizyphus

-

e

Feuilles de Pistacia broyeur Poudre de Pistacia

Feuilles d°Olivier j

Poudre d’Olivier
Figure 1.3: Preparation des échantillons

1.1.2 Taux d’humidité

Le taux d’humidité de la matiere végétale a ét¢ déterminé par la méthode décrite par
Dean et Stark. On introduisant 5 g d’échantillon dans, une étuve réglée a 103° + 2°C. Les
échantillons sont ensuite pesés avec précision jusqu’a obtention d’un poids constant (= 24

heures), aprés avoir été refroidis a température ambiante dans un dessiccateur [113].
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H% =(M1M;MZ)><100

Ou
H% : Taux d’humidité exprimé en pourcentage
M : Poids de I’échantillon « feuilles fraiche »

M, : Poids de I’échantillon « feuilles séche ».
1.2 Extraction des polyphénols

1.2.1 Mode opératoire

Les composes phénoliques contenus dans la poudre des feuilles de Pistacia lentiscus,
L’olivier Olea europea et Zizyphus lotus, sont extrait selon la méthode de Emna et al [114]
avec une petite modification. 5g de poudre des feuilles sont mis dans un ballon monocol a
fond rond surmonté d‘un réfrigérant additionnées avec 100 ml de différente solvants a savoir
I'éthanol, et l'eau. L‘ensemble est porté a température 45°C sous agitation pendant trois
heure, Aprés refroidissement, les extraits ont été centrifugés pendant 20min a 3000tor/min
ainsi, concentré par une évaporation dans 1I’é¢tuve a 45°C pendant 12h. Ensuite, les extraits
obtenus ont été pesés et conservés au réfrigérateur a 4°C avant d’étre analysés. Les
extractions ont éte réalisées en triplicata. Cette extraction a permis d’obtenir six extraits
bruts: extrait olivier éthanol (OET), olivier eau (OE), Pistacia eau (PE) , Pistacia éthanol
(PET), Zizyphus éthanol (ZET) et I’extrait Zizyphus eau (ZE).
1.2.2 Conservation de ’extrait

Les extraits obtenus sont conservées dans des flacons a une température de 4°C et a
I’abri de la lumicre en utilisant un papier d’Aluminium qui empéche le contact de I’extrait
avec la lumiére.
1.2.3 Détermination du rendement d'extraction

Le rendement d’extraction est calculé en pourcentage du rapport de la masse de
I’extrait obtenu sur la masse totale de la poudre végétale utilisée dans 1’extraction.il a été

évaluer par la formule donnée par Koubaa et al [115].

[ R(%)=(%)><100 J

R : Rendement de 1’extraction en %.
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W, : Poids de I'extrait apreés volatilisation du solvant sec(g).

W2 : Poids de la poudre végétale (g)

@ poudre de chaque espéce + 100ml de solvant (éthanol ou 1’eau)>

C Montage a reflux )

|

C Centrifugation )

Extraits solides

Figure 1.4: Protocole d’extraction
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1.3 Analyse qualitatif

1.3.1 Analyse des extraits par infrarouge IR

La spectroscopie infrarouge (IR) est une technique d’analyse qui sert principalement a
déterminer la présence de groupements fonctionnels dans les molécules organiques et les
structures  dans certaines molécules simples. Elle est basée sur I’absorption d’un
rayonnement infrarouge par 1’échantillon analysé. Elle permet via la détection des vibrations
caractéristiques des liaisons chimiques d’effectuer 1’analyse des fonction chimiques présentes
dans I’échantillon [118] .La composition chimique des extraits de feuilles des trois espéces ont été
scannés dans la gamme entre 400 et 4000 cm™, avec un spectrométre de type ALPHA-P
BRUKER. Les analyses ont été réalisées dans le laboratoire de chimie des matériaux de

I’Université d’Oranl.
1.4 Analyse chimique
1.4.1. Screening phytochimique

L'analyse phytochimique qualitative a été réalisée dans le but d'identifier les
principaux groupes chimiques de substances bioactives contenues dans les feuilles des trois
especes, en se basant sur des réactions colorimétriques et de précipitation par différents
réactifs selon les méthodes classiques [119-123].

a) Test Tanins : 1 ml de I'extrait végétal a été mélange avec 1 ml de chlorure ferrique (5%).
La formation de bleu foncé ou de noir verdatre indique la présence de tanins.

b) Test Saponines : 2 ml d'extrait végétal, a été mélangé avec 2 ml d'eau distillée puis
agités dans un cylindre gradué pendant 15 minutes, la formation dans le sens de la longueur

d'une couche de mousse de 1 cm indique la présence de saponines.

c) Test Quinones: 1 ml d'extrait végeétal, a été mélangé avec 1 ml d'acide sulfurique

concentré (H,SO,). La formation de couleur rouge indique la présence de quinones.

d) Test Flavonoides

Test(a)-A 1 ml d’extrait aqueux, 1 ml d’hydroxyde de sodium a 10% était ajouté. La
présence de flavonoides est indiquée par la formation de couleur jaune a orange [104,105].
Test (b) -A 1 ml d’extrait alcoolique, 1 ml de 1’acide sulfurique concentré a été ajouté. La

présence de flavonoides est confirmée par la formation de 1’orange au rouge cramoisi [104].

31



Chapitre 1 Materiel et méthodes

e) Test Alcaloides : 2 ml d'extrait avec 2 ml d'acide chlorhydrique concentré (HCI) suivi par
I’addition de quelques gouttes de réactif de Mayer. La formation d'un précipité vert ou blanc
indique la présence d'alcaloides.

f) Test Terpénoides : Dans un tube on mélange 0,5 ml de I'extrait avec 2 ml de chloroforme
suivi par I’addition lente de 1 ml de l'acide sulfurique concentré. La formation d'une couleur
brun rouge a l'interface indique la présence de terpénoides.

g) Test Phénols : 1 ml de I'extrait avec 2 ml d'eau distillée suivis de 1’addition de quelques
gouttes d'une solution de chlorure ferrique & 10 %. La formation de couleur bleue ou verte

indique la présence de phénols.

h) Test Stéroides : 0,5 ml de I'extrait a été traité avec des gouttes de chloroforme, d'anhydride
acetique et d'acide sulfurique concentré. La formation d'une couleur rose foncé indique la

présence de stéroides.

i) Test Coumarines : 1 ml d'extrait végétal avec 1 ml d’hydroxyde de sodium a 10 % sont

rajoutées. La formation de couleur jaune indique la présence de coumarines.

1.5 Analyses quantitatives des extraits

Les méthodes colorimétriques basées sur I’utilisation du spectrophotometre UV-visible,
ont été utilisées pour évaluer la quantité des composés phénoliques : polyphénols totaux
(PPT), flavonoides totaux (FVT) et tannins condensés (TC) présents au niveau des feuilles

des especes étudiées.

1.5.1 Dosage des phénols totaux
a) Principe de la méthode

Les polyphénols sont dosés par spectrophotométrie selon la méthode de Folin-Ciocalteu.
Cette méthode est basée sur les réactions d’oxydoréduction, le réactif de Folin Ciocalteu,
acide de couleur jaune, il est constitué d'un mélange d’acides phosphotungsténique et
phosphomolybdique. L’oxydation des phénols réduit ce réactif en un mélange d’oxydes bleus
de tungstene et de molybdéne qui absorbent a 760nm. L’intensit¢é de la couleur est
proportionnelle & la teneur en composé phénoliques oxydés [124].
b) Préparation de la gamme détalonnage

La gamme étalon est obtenue en utilisant I’acide gallique comme standard. On prend

5mg de I’acide gallique et on le dissolve dans 25 ml de Méthanol pour obtenir la solution

meére Sm (200pg/ml). On prépare des dilutions dans des tubes a essai allant de 20 a 100ug/ml
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selon le tableau suivant :

Tableau 1.1: Préparation des dilutions d’acide gallique

N° tube 1 2 3 4 5 6 7 8
C (ug/ml) 20 30 40 50 60 70 80 | 100
V' ¢acide gallique (1) 100 150 | 200 | 250 | 300 350 600 | 500
V' méthanol (1) 900 850 | 800 | 750 | 700 650 | 400 | 500

On introduit dans des tubes a essai 10ul de dilutions d’acide gallique avec 20ul de réactif de
Folin Ciocalteu et 200ul de l'eau distillé le mélange obtenu est incuber 3minutes a une
température ambiante, suivi par I’addition de 100 pl de carbonate de sodium a 20%. Le
mélange obtenu est laisse réagir a température ambiante pendant 1 h. L’absorbance est
mesurée a 765 nm.
¢) Mode opératoire

La teneur totale en polyphénols a été mesurée selon la méthode colorimétrique Folin-
Ciocalteu décrite par Dif et Aiyegoro [125,126]. Un volume de 10ul des extraits a été
mélangé avec 20 pul de réactif de Folin-Ciocalteu et 200 ul de 1’eau distillé, puis incubé a
température ambiante pendant 3 min. suivi par I’addition de 100 pl de carbonate de sodium
a 20 % au mélange, L’absorbance est mesurée a 1'aide d'un spectrophotometre UV-visible de
type Shimadzu UV-1650, a 765 nm aprés 60 min d’incubation a température ambiante. La
quantification a été faite par rapport a la courbe standard de I'acide gallique. Toutes les
manipulations sont réalisées en triple. Le blanc est aussi préparé dans les mémes conditions en

remplagant la quantité de 1’extrait par le méthanol.

Figure 1.5: Dosage des composeés phénoliques

d) Expression des résultats
Les concentrations des polyphénols totaux sont calculées a partir de 1’équation de

régression linéaire de la courbe d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (20-200ug/ml).
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Cette teneur est exprimée en milligramme (mg) d’équivalent d’acide gallique par gramme
d’extrait sec (mg d’EAG/g d’extrait) .La teneur des polyphénols totaux (PPT) sont calculés

selon la formule établie par Nirmala et al [127]:

CxV
| PPT (mg/g) = (T) |

C : Concentration de I’extrait établit a partir de la courbe d’étalonnage (ug/ml).
V : Volume de I’extrait (ml)
m : Masse de I’extrait sec(g) [127].

1.5.2 Dosage des flavonoides totaux

a)Principe de la méthode

Le dosage des flavonoides totaux est basé sur un test colorimétrique utilisant le
trichlorure d’aluminium AICI3 comme réactif. Les flavonoides possédent un groupement
hydroxyle(OH) libre, en position 5 qui est susceptible de donner avec le groupement CO, un
complexe coloré avec le chlorure d’aluminium. Les flavonoides forment des complexes
jaunatres par chélation des métaux (aluminium). Le métal (Al) perd deux électrons pour s unir
a deux atomes d’oxygene de la molécule phénolique, agissant comme donneur d’électrons
[128].
b) Préparation de la gamme d’étalonnage

La gamme étalon est obtenue en utilisant la Quercitine comme standard de calibration.
On prend 5 mg de la Quercitine et on le dissolve dans 25ml de méthanol pour obtenir la
solution mére (Sy,) de concentration 200ug/ml, on prépare des dilutions dans des tubes a
essai allant de 20 a 100ug/ml selon le tableau suivant :

Tableau 1.2: Préparation des dilutions de la Quercitine

N® tube 1 2 3 4 5 6 7
C (ng/ml) 20 30 40 60 70 80 100
V de quercetin (1) 400 600 800 1200 | 1400 | 1600 | 2000

V zjouté de méthanol (K1) 3600 3400 3200 2800 2600 2400 200

Dans un tube a essai on met 1 ml de chaque dilution de la Quercétine avec 120l de solution
de nitrite de sodium NaNO, (5%) et 400ul d’eau distillé. Suivi par incubation pendant

5 minutes, on ajoute 120l de chlorure d’aluminium 10%. Aprés 6 minutes un volume de
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800ul de NaOH (1M) a été ajouté a la solution. Puis I’échantillon est bien mélangé jusqu'a
I’apparition d’une couleur jaunatre. L’absorbance a ét¢é mesurée & 510nm avec un

spectrométre UV-Visible.
¢) Mode opeératoire

Le dosage des flavonoides totaux des extraits a été déterminé selon la méthode décrite
par Marsoul et Kim [129,130] avec quelques modifications. Dans des tubes on met 1ml de
chaque extrait avec 120ul de solution de nitrite de sodium NaNO; (5%) et 400ul d’eau
distillé. Suivi par incubation pendant Sminutes, puis on ajoute 120ul de chlorure d’aluminium
10%. Apres 6 minutes un volume de 800ul de NaOH (1M) a été ajouté a la solution. Ensuite
les échantillons sont bien mélangés jusqu'a I’apparition d’une couleur jaunatre. L’absorbance
a été mesurée a 510nm. Tous les tests ont été effectués en triplicata.

d) Expression des résultats

La quantification des flavonoides a été établie a partir de 1’équation de régression
linéaire de la courbe d’étalonnage établie avec la Quercétine. Les résultats sont exprimés en
mg d'équivalents de Quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g d’extrait). La teneur en

flavonoides totaux (FVT) est calculée selon la formule établie par Singh,et al [131]:

CxV
[ FVT (mg/g) = (T) J

ou;
C : Concentration de 1’extrait établit & partir de la courbe standard (pug/ml);
V : Volume de solution mére (ml);
m : Poids d'extrait sec (Q).
1.5.3 Dosage de tanins condenses
a)Principe

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode de la vanilline en milieu acide.
Le principe de ce dosage est basé sur la réaction de la vanilline avec le groupement
flavonoide terminal des catéchine et la formation de complexes rouges, cela s’explique par la
propriété des tanins a se transformer en anthocyanidols de couleur rouge qui absorbe la
lumiere a 500 nm [132].
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¢) Mode operatoire

La teneur en Tanins condensés totaux a été déterminée par la procédure de Sun et al
[133]. Cinquante microlitres des différents extraits ont été mélangés avec 3ml d’une
solution de vanilline (méthanol) a 4% et 1,5ml d'acide chlorhydrique (1M). Le mélange a été
laissé au repos pendant 15 minutes et I'absorbance a été mesurée a 500 nm. La quantité de
tanins condensés totaux est exprimée en mg de catéchine par gramme de poids d’extrait sec
(mg E CT/g). En utilisant une courbe d’étalonnage de catéchine (10-400ug/ml) annexe 11.2.
d) Expression des résultats

Les concentrations des tannins condensé sont calculées a partir de I’équation de
régression de la gamme d’étalonnage de la catéchine établie par Vinson : y = 0,00076x -
0.0076 (annexe 11.2) [134].La teneur en tannins sont calculés selon la formule établie par
Madhav, et al [135]:

Avec
TC: Teneur en tanins (mg ECT/g d’extrait sec de la plante) ;
C : Concentration en tannins déterminé a partir de la courbe d’étalonnage (pug/ml.
V : Volume de I’extrait (ml)
m : Poids de I’extrait sec (g) [135].
|.6. Détermination de I’activité antioxydant

L’efficacité d’un antioxydant peut étre définie comme sa capacité a fixer des radicaux
libres, donc a arréter la propagation de la réaction en chaine. Afin d’évaluer cette efficacité,
on a utilisé la méthode au diphényl-picrylhydrazyl. Le degré de décoloration indique le
potentiel piégeur des antioxydants présents dans les extraits [136].
1.6.1 Principe

La molécule de 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre stable, dont
la solution possede une coloration violette et une absorption caractéristique a 517 nm. Quand
une solution de DPPH est mélangée avec une substance donneuse d’atomes d'hydrogéne,
antioxydant, il y’a formation de la forme réduite (Figure 1.6). Ceci provoque la perte de la

coloration violette en coloration jaune caractérisée par une bande d’absorption dans le visible

a 517 nm [137].
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Figure 1.6: Structure du radical DPPH et de sa forme réduite

1.6.2 Preparation de la solution mére de DPPH

Le DPPH est solubilisé dans Méthanol a raison de 2,598mg / 100ml, dans un bain
d’ultrasons pendant une demi-heure et a I’abri de la lumiére.
1.6.3 Préparation des dilutions d’extraits

On pése 10 mg d’extraits et on le dissolve dans 10ml de méthanol pour obtenir une
solution mer de concentration 1000ug/ml. Les dilutions sont préparées dans des tubes a essai

comme suite

Tableau 1.3: Préparation de la gamme des dilutions d’extraits

N° tube 1 2 3 4 5 6 7 8
C (ng/ml) 400 480 500 560 600 660 700 800
V extrait (1) 400 480 500 560 600 660 700 800
V' méthanot (1) 600 520 500 430 400 340 300 200

1.6.4 Mode opératoire

L’activité antiradicalaire des extraits a été mesurée par la méthode décrite par
Mansouri et al [138] avec une petite modification. Des solutions meres des extraits (1000
pg/ml) ont été diluées a des concentrations finales comprises entre (400-800ug/ml) dans le
méthanol. Un volume de 1500 pl d'une solution de méthanol DPPH (6,59 x 10° M) a été
ajouté a 60pl de solution d'extrait de différentes concentrations, et laissé réagir a température
ambiante a I’abri de la lumiére. Aprés 30 minutes, la lecture des absorbance a été effectuée a
I’aide d’un spectrophotométre UV visible a 515nm. Les tests ont été réalisés en triple.

L'inhibition radicalaire DPPH 1% a été calculée par la formule suivante :
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I %: Taux du DPPH piégé ou taux d’inhibitions.
A o : Absorbance du contrdle (solution de DPPH —blanc) .
A1 : Absorbance des extraits d'échantillon.

Les résultats sont exprimés par la moyenne de trois mesures.

Extrait +DPPH analyse

Figure 1.7 : Protocole de I’activité antioxydant

1.6.5 Détermination de la concentration inhibitrice 1C50%

L'activité antioxydant des extraits est exprimée en IC50. Ce parameétre employé pour
estimer le pouvoir antioxydant est défini comme étant la concentration efficace du substrat qui
cause la perte de 50% de l'activité de DPPH. Les IC50 sont déterminés graphiquement par les
régressions linéaires ou logarithmiques des graphes tracés (pourcentages d’inhibition en
fonction de la concentration de I’extrait y = ax + b). [139].Une faible valeur de I’IC50 indique

une forte activité antioxydant. La valeur de I’'TC50 est exprimée en pg/ml.

1.7 Evaluation de activité antibactérienne des extraits

L'évaluation qualitative de l'activité antimicrobienne des six extraits sur les trois
bactéries a été faite par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé Mueller-
Hinton. Le pouvoir antimicrobien est obtenu par la mesure des diameétres des zones
d'inhibition (mm). Cette partie du travail & été réalisée, au niveau du laboratoire de

microbiologie de la faculté des sciences de la nature et de la vie de I’université de Tiaret.
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1.7.1 Origine et choix des souches bactériennes

Les tests antibactériens ont été effectués sur des germes couramment responsables de
diverses pathologies. Les microorganismes étudies et leurs références sont rapportés dans le
tableau suivant :

Tableau 1.4: Les différentes souches bactériennes testées.

Nom de la souche Gram Famille Référence

Escherchia Coli - Enterobacteriaceae 25922ATTC
Bacillus Cereus + Bacillaceae 10876ATCC
Staphylococcus aureus + Micrococcaceae 25925ATTC

1.7.2.1 Préparation des milieux de culture

> Milieu gélose nutritif (G.N)
Environs 28 g de poudre de gélose nutritif sont pesés puis dissous dans un litre d’eau
distillée. La solution obtenue est ensuite bouillir avec agitation jusqu'a dissolution compléte,
Le milieu GN est ensuite réparti dans des flacons stériles avant d’étre autoclave pendant 1h a
121°C pendant 15 minutes. Le milieu fondu, ensuite coulé dans les boites de Pétri, puis laisser
refroidir et solidifier sur la paillasse.
» Milieu Mueller Hinton(M.H)
Une masse de 38 g de poudre de gélose Muller Hinton est introduite dans un erlenmeyer
additionné avec llitre d’eau distillée. Le mélange est, porté a €bullition sous agitation pendant
10 min puis autoclave pendant 20min a 121°C avec une pression de 1 bar. Le milieu MH
fondue est coulée dans des boites de Pétri de 9 cm de facon a obtenir une épaisseur de 4 mm.
1.7.3 Préparation des disques
A T’aide d’un emporte-piece, des disques de 6mm de diamétre de papier Wattman
N=°40 sont fabriqués. Ensuite, ces disques sont mis a 1’autoclavage a 120°C pendant 20
minutes, puis conservés dans des bouteilles en verre stériles fermes hermétiquement jusqu’a
utilisation.
1.7.4 Stérilisation du mateériel
L’eau distillée, d'eau physiologique, le milieu de culture, les tubes a essai utilisés dans
la préparation des solutions bactériennes et les disques en papier Wattman (6 mm de

diameétre) ont €té stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 20 minutes.
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1.7.5 Repiquage des souches bactériennes

Les souches bactériennes choisies ont été ensemencées par la méthode des stries dans
des boites de pétri contenant le milieu gélose nutritive GN puis incubés a 37°C pendant 24
heures, afin d’obtenir des colonies jeunes et bien isolées. Ces derniers ont servi & preparer
I’inoculum. Les conditions de stérilisation doivent étre respectées, a savoir : ne pas dépasser

les 20 cm du bec bunsen et utiliser du matériel stérile.

Escherica Coi,
Sap. aureus

= & &
incubateur &,‘ e
k Bacillus cereus

Figure 1.8 : Repiquage des souches bactériennes

|.7.6 Préparation de ’'inoculum

Les souches microbiennes sont ensemencées par stries dans la gélose nutritive, apres
incubation 24 h a 37°C, quelques colonies bien isolées et identiques sont prélevées a 1’aide
d’une anse de platine. Ensuite, on décharge ’anse de platine dans 10 ml d’eau physiologique
stérile (0.9 %) et on homogéneise la suspension bactérienne afin de standardiser la suspension
bactérienne. L’inoculum est ajusté a 0.5 Mc Farland correspondant a une densité optique de
(0.08 & 0.10) & 625 nm. La concentration finale de I'inoculum est de 10° UFC/ml [140].
L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de I’eau

physiologique stérile s’il est trop fort.

© Georges Dolisi T
= Y
P .3

Pipette Pasteur

| +—— BecBunsen

Prélévement dune Mise en suspension et
calonie prélevement dans de

© Gearges Dbl l'eau distillée stérile \ ¥

Mise en suspension et prélévement analyse

Flambage de la pipette

Figure 1.9 : Préparation de I’inoculum
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1.7.7Ensemencement et dépbt des disques

Les suspensions bactériennes ont été étalées a la surface de la gélose M.H a I’aide des
écouvillons. Les disques imprégnés des extraits sont déposés délicatement sur la surface de la
gélose inoculée a 1’aide d’une pince stérile.Les boites de pétri sont incubées pendant 24
heures a 37°C, I’expérience est répétée deux fois pour chaque extrait et pour chaque espéce

bactérienne.
1.7.5 Méthode de diffusion sur disque

La méthode de diffusion des disques est genéralement employée comme une analyse
préliminaire pour étudier I'activité antibactérienne ensuite viennent des méthodes plus
détaillées. Dans cette méthode, les parameétres tels que le volume placé sur les disques de

papier, I'épaisseur de la couche de gélose [141,142].
b) Mode opératoire

Les tests de diffusion sur disque des extraits ont été effectués sur la base de la méthode
standard de Bauer et Balouiri [143,144], avec une petite modification. L’inoculum 10°
UFC/mI ont été dilués de 1/100 pour obtenir un nombre approximatif de colonies de 10° UFC
par millilitre. Un écouvillon stérile est trempé dans la suspension bactérienne, ensuite le
frotter sur la totalité de la surface des boites contenant la gélose Mueller-Hinton, de haut en
bas, en stries serrées. Les disques stériles imbibés avec 20ul d’extraits de concentration
100 mg/ ml) ont été déposé a l'aide d'une pince stérile sur la surface de la gélose. Ensuite les
boites de Pétri ont été incubées a 37°C pendant 24 heures. L'activité antibactérienne des
différents extraits a été déterminée en mesurant le diamétre de la zone d'inhibition, autour du
disque a I’aide d’un pied a coulisse. Tous les tests ont été effectués en deux exemplaires.

» Lecture
L’échelle d’estimation de 1’activité antimicrobienne est donnée par Ponce et al, Ils ont classé
les diamétres des zones d'inhibition (D) de la croissance microbienne en 4 classes :

e Non sensible (-) ou résistante : diamétre moins de 8 mm.

e Sensible (+) : diamétre entre 9 a 14 mm.

e Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19 mm.

e Extrémement sensible (+++) : diamétre plus de 20 mm.[145].
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La gélose MH est coulé dans les Boites
— Lecture par pied de coulisse

A

Figure 1.10 : La méthode de diffusion des disques

1.8 Formulation d’une créme

1.8.1 Mode opératoire

Une créme a base d'émulsion huile dans eau (H/E) a été formulée selon la méthode de
Matangi [146]. Les conservateurs et autres composants solubles dans I'eau ont été dissous
dans la phase aqueuse et chauffés a 70-75°C dans un bain-marie. L'émulsifiant et les autres
composants solubles dans I'huile ont été dissous dans la phase huileuse et chauffés a 70-75°C.
Aprés chauffage, la phase aqueuse a été ajoutée dans la phase huileuse sous agitation
continue jusqu'a refroidissement de I'émulsifiant a eu lieu et la créeme a été formulée,
I'ingrédient actif (I’extrait) a été ajouté dans le creme et a été remué dans un emballage

adapté. Les composants de formulation utilisés sont résumés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 1.5 : Les composants de la formulation de la creme

Ingredients Fonction Quantité
Partie A | Eau distillée solvant 50ml
Glycérol humectant. 3ml
borax tensioactifs 0,19
Acide bensoique Conservateur, 0,19
La cire d’abeille émilsifiant 19
Partie B | Huile d’olive Doucissant et Emollient, 24ml
Acide citrique conservateur 29
Gomme arabique émilsifiant et tensioactifs 29
Tween 80 tensioactifs eml
Partie C | Extrait Olivier ethanol Principe actif 1g

Agitation de mélange

Formation d’un créme

Centrifugation

Figure 1.11 : Protocole de préparation d’une creme
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1.8.2 Caractéristique de la creme
La qualité la plus importante de la creme est la stabilité physique
a) Test de stabilité de la creme
Pour la détermination de la stabilit¢ de la créme. L’échantillon a été testé en pesant une
masse 10 g et insérée dans un tube a centrifuger, puis centrifuger a 5000 tr/min pendant 10
min.

b) Observation
Ce test a montré une séparation de la créeme en deux phases donc la créme préparé n'est pas
stables. Cela peut étre d0 a des conditions opératoires telles que la température, la vitesse
d’agitation et d’humidité élevées ainsi qu'a une grande composition de phase huileuse par

rapport a d'autres constituants.

1.9 Formulation de bains de bouche a base de plantes

Les bains -bouche a base de plantes ont été réalise selon la méthode décrite par Ravi et
Zubaidah [147,148] avec une petite modification .Quatre formulations ont été réalisées
selon la composant indiquée dans le tableau(l.6). Les ingrédients : I’ecau de chloroforme,
I’émulsion de menthe, tween80 et 1'extrait éthanoique des trois especes ont été ajoutées
progressivement a l'eau distillée stérile, les mélanges sont mis sous agitation dans une

bouteille stérile a température ambiante, puis conserver dans le réfrigérateur.

Figure 1.12 : Preparation et mesure du pH du Bain bouche
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Tableau 1.6 : Les composants du Bain de bouche

Ingredients F1 F2 F3 F4
Zizyphus Lotus 0.5¢ - - 0.5
Olea Oreupaea - 059 - 0.5¢
Pistacia Lentiscus - - 0.5¢ 0.5¢
Eau de chloroforme 6 ml eml 6mi eml
Emulsion de menthe 1.25 ml 1.25ml 1.25ml 1.25ml
Tween 80 3.5ml 3.5ml 3.5ml 3.5ml
Eau distillée 50 ml 50ml 50ml 50ml

1.9.1 Caractéristique de bains de bouche

a) Couleur et odeur

Les paramétres physiques comme I'odeur et la couleur, selon Chi et al ces paramétres ont été
examinés par des examens visuels [149].

b) pH : le pH du bain bouche a base de plantes a été mesuré selon la méthode décrite par
weaver et al [150]. Le pH-metre a été calibré a l'aide d'une solution tampon standard. Environ
1 ml de bain bouche a été prélever et dissous dans 50 ml d'eau distillée et son pH a été

mesuré.

1.9.3 Test de croissance microbienne dans les formules de Bain bouche

L'activité antibactérienne a été réalisée en utilisant la méthode de diffusion en puits
décrit par Ezemokwe et al [151] avec quelque modification. Des dilutions de 1:0, 1:1, 1:2,
1:4, des différentes formulations ont été préparés. Un volume de 20 ml de gélose Mueller
Hinton fondue a été versé dans des boites de Pétri stériles (90 mm) et laissé solidifie. Les
trois suspensions standardisées (Mc Farland 0,5) ont été dilué a 1/100 .les cultures sont
réparties uniformement sur la surface de gelose a I'aide de batonnets d'écouvillons steériles.
Quatre puits (6 mm de diamétre) ont été réalisés dans chaque boite de Pétri avec des pipettes
Pasteur stériles. Egalement 20ul des différentes formulations ont été placés dans chaque

puits. Les boites pétries ont été laissé diffuser pondant 30min a température 4°C, puis
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incubées a 37°C pendant 24 h. Les diamétres des zones d'inhibition ont été mesurés et

enregistre

Préparation de dilutions

Creuser les puits dans la gélose Remplir les puits avec bain de bouche

Figure 1.13 : Activiteé antibactérienne des bains de bouche méthode des puits
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1.1 Détermination de Taux d’humidite

Les résultats des teneurs d’humidité des plantes étudiées sont présentes dans la figure
ci-dessous. On observe une teneur tres forte dans les feuilles de Zizyphus lotus avec une
valeur de 56 % par contre un pourcentage plus faible est enregistré dans les feuilles de
Pistacia lentisques avec une valeur de 45% .Cette teneur en eau est conforme a celle observée
par la pharmacopée Européenne 1999. La teneur élevée en eau, chez les plantes, est en
relation étroite avec 1’activité métabolique. Elle fournit I’hydrogeéne indispensable aux

réactions de biosynthése [152].

47%
= matiére séche (Pistacia) = matit_érg §éche (Olea) = matiére §éche (Zizyphus)
® humidité humidité = humidité

Figure 11.1: Teneur en humidité des trois plantes

1.2 Rendement de ’extraction

Apres extraction et récupération des extraits sous forme de poudre, 1’aspect physique,
la couleur et le rendement (exprimés en g/100 g de matiere seche) de chacun des extraits ont

été déterminés et représentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau I1.1 : Rendement et I’aspect organoleptiques des différents extraits

Les extraits Aspect Couleur La masse () Rendement(%o)
Zizyphus eau ZE Poudre Vert clair 1.0616 21.23
Zizyphus éthanol ZET Poudre Vert foncé 0.904 18.08
Olivier eau OE Poudre Marron 1.2187 24.37
Olivier éthanol OET Poudre Vert foncé 1.0951 21.90
Pistacia eau PE Poudre Miel 1.6057 32.11
Pistacia éthanol PET Poudre Vert foncé 1.513 30.26
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35

30

H Zizyphus eal
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Le rendement

(O]

Les extraits

Figure 11.2: Rendements d’extraction des composés phénoliques

D’aprés la figure(l1.2) on constate que les rendements d’extraction varient en fonction du
I’espéce et en fonction du solvant;
> Les résultats obtenus révelent que I’extrait Pistacia eau donne clairement le meilleur
rendement de 32,11 % suivie par ’extrait Pistacia éthanol avec un rendement de
30,26 %. Le rendement le plus faible est celui de Zizyphus éthanol de I’ordre de
18,08 %.
> Le rendement des extraits dépend de plusieurs facteurs, tels que 1’origine de la plante
[153], la variété, la saison de récolte, les conditions climatiques et environnementales,
la situation géographique, les différentes maladies qui peuvent affecter la plante, la
maturité de la plante [154] et la méthode d'extraction.

1.3. Caractérisation des extraits par spectroscopie infrarouge

Les spectres IR obtenus confirment la présence des bandes caractéristiques dont
chacun correspond a un groupement fonctionnel donnée, les résultats sont rapportés dans les
figures ci-dessous.
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Figure 11.4 : Spectre IR de I’extrait Zizyphus éthanol
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Figure 11.8 : Spectre IR de I’extrait Pistacia éthanol

Les spectres présentent une large bande vers (3270-3240 cm ) est due aux vibrations
d’élongation OH caractéristique des acides organiques, et deux bandes d'intensité

moyennes vers 2853cm™ et 2924cm™, caractéristique des vibrations d’élongation
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symétriques C-H des groupes aliphatiques CH, et CHg, respectivement. Une bande au
voisinage de 1698 & 1713cm™ de groupe carbonyle (C=0O) caractéristiques d'acides
phénoliques.On observe aussi des bandes intenses & 1605 cm™ et ceux a 1517cm™ sont
attribués a la vibration d’élongation de la liaison C=C du cycle aromatiques. Les bandes
au voisinage 1444- 1316 cm™ sont attribuées & la vibration de déformation de groupe OH.
On note une bande intense vers 1017 cm™ qui est attribué au C—O phénolique. Les bandes
au voisinage de 949 & 511cm™ sont attribuées a la vibration de déformation de la liaison
CH insaturé. La détection de ces bandes d'absorption caractéristiques confirme la richesse
des extraits de feuilles en composés phénoliques.

Tableau 11.2 : principales bandes caractéristiques des extraits

Nombre d'onde (cm™) Vibration des groupes fonctionnels
3270 -3240 OH des acides organiques
2853- 2924 C-H des groupes aliphatiques
1698-1713 C=0 d'acides phénoliques
1605-1517 C=C du cycle aromatiques
1415-1336 vibration de déformation de groupe OH
1017 C-O phénolique.
949-511 vibration de déformation de CH insaturé

1.4 Screening phytochimiques
Les tests phytochimiques réalisés ont permis de mettre en évidence la présence ou
I’absence des différents principes actifs, ils sont exprimées par (+) et (-) respectivement. Ces

tests préliminaires sont reportés dans le tableau ci-dessous et annexe 11.1 :
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Tableau 11.3 : Résultats des tests phytochimiques d’extraits de Zizyphus Lotus

Les different extraits
Meétabolites o Extraits aqueux Extraits éthanol
secondaires Réactifs : _ : _
Observation | Résultat | Observation | Résultat
Flavonoides NaOH ++++ - ++++
Tannins Chlc_Jrure ++++ +++
ferrique
Phénols (f:hlqrure - n ++
errique ,
AN
. Acide sulfurique| -
Quinones concentré T T
Chloroforme
-Anhydride
Stéroides acétique - -
-Acide
sulfurique
Réactif de
Alcaloides Mayer + +++
+ HCL
Saponines Eau distillé +4+++ . -
Chloroforme
Terpénoides +acide - +
sulfurique
. Hydroxyde de )
Coumarines sodium ++++ .
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L’ensemble des résultats enregistrés révelent une composition riche et variée en métabolites
secondaires ou les flavonoides, les tanins, Quinones et les phénols sont présents en quantité
importantes, avec 1’absence de coumarines, alcaloides, Stéroides, Saponines et de térpenoides
dans certains extraits. On constate que 1’eau distill¢ est le meilleur solvant d’extraction avec
une quantité plus grande des différentes familles chimiques

1.5 Analyse quantitative
1.5.1 Dosage des polyphénols totaux

La teneur des polyphénols totaux des différentes extraits est déterminée par
I’équation de régression y =0.017x-0.058, du courbe de calibration de 1‘acide gallique et

exprimée en milligramme équivalent d‘acide gallique par g de la matiere seche (mg EAG/ g).

1,2
1 0
o y =0,0178x - 0,0581 Pt
§ 0,8 R2=09%6 . :
206 s
2 P
foa .
L
0,2
0
0 10 20 30 40 50 60 70
C (ng/ml)

Figure 11.9 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

Les résultats du dosage des PPT obtenus sont illustrés dans la figure suivante et (annexes 11.2)
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Figure 11.10 : Teneurs en polyphénols totaux des extraits
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v Les analyses quantitatives des extraits préparés confirment la richesse de nos plantes

par les groupes chimiques ciblés (polyphénols)

v Les résultats en terme de teneurs en polyphénols totaux montrent que I’extrait
Zizyphus eau, olivier éthanol et 1’extrait Zizyphus éthanol étaient les plus riche en
polyphénols avec des teneurs de 5.02, 4.897et 4.44mg EAG /g, alors que I’extrait
Pistacia éthanol ne contient que 3.33mg EAG /g).

1.5.2 Dosage des flavonoides
La teneur en flavonoides des différentes extraits a été déterminée a partir de la courbe
d‘¢talonnage de la Quercétine (y=0.0018x+0.1347) et exprimé en mg équivalent de

Quercétine par gramme de matiere seche (mg EQ/Q)

0,35 y =0,0018x + 0,1347

R2=0,99
- )
03 + e
0,25 Pty
o e
2 o
S 02 + e
e e *
.
2 015
o}
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0
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Figure 11.11: Courbe d’étalonnage de quercitrine
Les résultats du dosage des, flavonoides sont représentés dans la figure suivante et

(annexes 11.2)
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Figure 11.12 : Teneur en flavonoides des différents extraits

v" On constate que I’extrait olivier éthanol présente la plus grande teneur en flavonoides
dont la valeur est égales a 10,14mg/g Alors que la plus faible teneur 0,76 (mg/g) est
trouvée dans 1’extrait Zizyphus eau , ce la confirme que les extraits éthanoiques sont

tres riche en flavonoides.

1.5.3 Teneur en tannins totaux
Les teneurs des tannins sont calculées a partir de la courbe d‘étalonnage de catéchine
y=0.00076x-0.0076 (annexe 11.2) [134] et exprimés en mg équivalent de Catéchine/g d’extrait (mg

EC/g). Les résultats tanins condensés sont répertoriés dans le tableau suivant et (annexes 11.2)

Tableau 11.4: Teneur en polyphénols, flavonoides et tannins des différents extraits

Extraits Polyphénols (mg/g) Flavonoides (mg/g) | Tanins (mg/q)
Zizyphus eau ZE 5.015 0.764 14.08
Zizyphus éthanol ZET 4.439 4.995 15.95
Olivier eau OE 3.657 1.609 10.54
Olivier éthanol OET 4.897 10.141 12.39
Pistacia eau PE 3.879 2.120 9.42
Pistacia éthanol PET 3.331 6.385 10.43

v' La figure ci-dessous montre les résultats de la composition en tanins condensés totaux

des extraits.
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Figure 11.13 : Teneur en Tannins des différents extraits

v A partir des histogrammes illustrés ci-dessus on observe que les teneurs en tannins
varient considérablement entre les différents extraits.

v/ On remarque que I’extrait Zizyphus éthanol a enregistré une teneur la plus élevée
avec une moyenne de 15,95 mg EC/g d’extrait sec cependant 1’extrait Pistacia eau a

montré une faible valeur de 9,42 mg EC/g d’extrait sec.
1.6 Activité antioxydant des extraits

La méthode de DPPH a été choisie, en raison de sa simplicité, rapidité, sensibilité et de
sa reproductibilité [155]. Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition
du radical libre DPPH en fonction des concentrations des extraits. Le pouvoir
antiradicalaire des différents extraits est représenté dans les tableaux et (annexes 11.3) et
illustré dans les figures ci-dessous :
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Figure 11.14 : Résultats de I’activité antioxydant

v' D’aprés les résultats obtenus, on constate que le pouvoir antiradicalaire est

proportionnel a la concentration des extraits préparés.

La détermination des pourcentages d'inhibition IC50 des différents extraits a été réalisee
graphiquement sur les courbes de régression qui relient les pourcentages d'inhibition aux

concentrations .Les résultats sont regroupés dans le tableau suivant.
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Tableau 1.5 : IC50 des différents extraits des plantes étudiees

Les extraits Equation linéaire IC50 (ug/ml)
ZE y = 0,1064x - 8,6535 551.254
ZET y =0,0958x + 12,816 388.14
OE y=0,0915x + 15,704 374.819
OET y=0,0851x + 30,342 230.998
PE y=0,1039x + 11,266 372.8
PET y=0,0543x + 47,129 52.872

Les valeurs IC50 calculées nous ont permis de dessiner la figure suivante:

600
[ ]
500 ZE
S = ZET
3 400 oF
300 OET
200 "PE
= PET

100

ZE ZET OE OET PE PET
Les extraits

Figure 11.15 : IC50 d’activité antioxydant des extraits

v Les résultats obtenus montrent que les différents extraits présentent une capacité
antioxydant importante, ainsi que I’extraits PET posséde la meilleure activité
antioxydant de ’ordre de 52,87 pg/ml, suivi de I’extrait OET avec une IC50 de
230,99 pg/ml cependant D’extrait ZE possede la plus faible capacité antioxydant de
I’ordre de 551,24 pg/ml

|.7 Pouvoir antibactérien des extraits
L’activité des extraits étudiés a ét€ évaluée par la présence ou I’absence d’inhibition de
la croissance bactérienne. La présence de 1’activité antibactérienne est traduite par

I’apparition des zones claires autour des disques imbibés des extraits, 1’absence de
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I’inhibition se traduit par ’absence d’halos autour des puits. Apres 48 heures d'incubation

a 37°C. Les résultats obtenus sont présentés sur les figures suivantes :

Figure 11.16 : Résultats de I’activité antibactérienne des extraits des vis-a-vis Bacillus cereus

Figure 11.17 : Résultats de I’activité antibactérienne des extraits vis-a-vis S. Aureus
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PET

Figure 11.18 : Résultats de I’activité antibactérienne des extraits vis-a-vis E. Coli

v' D'aprés les résultats, il apparait que toutes les souches bactériennes testées sont

inhibées par les extraits phénoliques, avec divers degrés d'activité antimicrobienne.

En effet selon les études réalisées par Hayouni et al ont rapporté que la méthode
d’extraction et la nature du solvant peuvent influencer ’activité antimicrobienne des
composés phénoliques des plantes. Le diameétre de la zone d’inhibition différe d’une
bactérie a une autre et d’un extrait & un autre. La variation de 1’activité antimicrobienne

des extraits explique les variations de leurs compositions chimiques [156].

v" Les tests d’activité antibactérienne ont permis de mettre en évidence la présence d’une
importante activité des extraits sur les différentes souches testées. Les zones
d’inhibition et leurs diamétres sont présentés dans les tableaux (annexe I1.4) et les

figures ci-dessous.




Figure 11.19: Diamétres des zones d’inhibition des extraits.
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On remarque que, la croissance des colonies d’Escherichia coli, est fortement inhibées

par les extraits olivier éthanol et Pistacia eau avec des zones d’inhibition d’ordre de

40mm et 30mm respectivement.

v/ On note aussi que

d’inhibition d’ordre de 35mm et 29mm respectivement.

la croissance des colonies de Bacillus Cereus est fortement

inhibées par les extraits Zizyphus éthanol et Pistacia éthanol avec des zones
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v’ Les résultats présentés sur les figures ci-dessus montrent que ’extrait éthanoique
d’olivier présente une bonne activité contre Escherichia coli, par rapport aux autres

extraits.

v' On constate que I’extrait Pistacia éthanol est I'extrait le plus efficace retardant la
croissance microbienne de toutes les bactéries pathogénes testées.
Des valeurs similaires ont été enregistrées dans les travaux de Benhamou et al. (2008),
Dans I’extrait éthanoique des feuilles de Pistacia lentisque avec une zone d’inhibition

de 21,5 mm contre S. aureus [157].

Il apparait que I’extrait Zizyphus eau semble avoir une action inhibitrice modérée sur la
croissance d’Escherichia coli, Bacillus Cereus et de Staphylococcus aureus avec un diameétre
d’inhibition varie de 16mm, 15mm a 8mm respectivement.

On pense que différents mécanismes sont responsables de l'activité antimicrobienne de
polyphénols. Certaines études de Scalbert montrent que les phénols hautement oxydés [158]
ou ceux qui ont plus d'OH sont plus inhibiteurs que ceux qui sont moins oxydes. De plus, les
travaux de Sato et al confirme que les flavonoides avec plus de groupes (OH) avaient une
plus grande activité antimicrobienne [159].

Dans d'autres études, Cowan a signalé que certains composés phénoliques tels que les
quinones agissent comme une source de radicaux libres stables et se lient de maniére
irréversible aux protéines, entrainant leur perte de fonction. D'autres cibles sont I'inactivation
des enzymes, la liaison aux adhésions a la surface des cellules microbiennes, la liaison aux
protéines de la paroi cellulaire et I'interaction avec les substrats les rendant indisponibles pour
le micro-organisme [160].

1.8 Caractéristique du bain bouche

D’aprés les résultats obtenu on constate que les formulations de bain bouche a base
des trois espéeces ont montrés un bon résultat de point de vue homogénéité, couleur, odeur,
PH, aussi ils ont montrés une bonne stabilité durant le stockage dans le réfrigérateur pondant

la période d'étude (35jour).
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. Chapitre 11

Tableau 11.6 : Caractéristique du bain de bouche

Paramétre Les formulations
Température | d'évaluation
F1 F2 F3 F4
Couleur vert foncé vert foncé vert foncé vert foncé
Pas de Pas de Pas de Pas de
Odeur
changement | changement | changement | changement
Séparation de
3-5°C Aucun Aucun Aucun Aucun
phases
Homogénéité bien bien bien bien
pH 5.55 5.60 478 4.65

1.9 Evaluation antibactérienne des formulations du bain de bouche

Apres 48 heures d’incubation a 37°C, les zones d’inhibition observées autour des puits

imprégnés de différentes formulations ont été mesurées. Les résultats obtenus sont présentés

sur la figure suivante et dans les tableaux (annexes 11.4) :

Figure 11.20 : Résultats de 1’activité antibactérienne de BB vis-a-vis B. Cereus
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Figure 11.21 : Résultats de I’activité antibactérienne de BB vis-a-vis E. Coli

v' On remarque que toutes les formulations ont dénoncé un effet inhibiteur important
contre les souches sélectionnées.

v" On note une faible activité inhibitrice des différentes formulations contre la souche

F1 F2 F3 F4
Figure 11.22 : Résultats de 1’activité antibactérienne de BB vis-a-vis S. Aureus
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Figure 11.23 : Diamétres des zones d’inhibition des bains de bouches
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>

D’apres les histogrammes obtenu on constate que quatre formulations présentes un
effet inhibiteur significatif contre Escherichia coli, S.Aureus, avec un diamétre
d’inhibition varie entre 14mm et 27mm.

On constate que, la croissance des colonies Staphylococcus aureus, est fortement
inhibées par ces formulations avec des zones d’inhibition vari entre 12 mm et 22 mm
Les figure ci-dessus affirme que le pouvoir antibactérien des formulations est classer
selon I’ordre suivant F4 > F1 > F 3>F2.

On observe que les diamétres des zones d'inhibition diminuent graduellement avec les
dilutions préparé.

On conclue que la formulation F4 a un meilleur effet inhibitrice vis a vis les souches
Staphylococcus aureus et Escherichia coli, et cela est du probablement a la
combinaison des différents métabolites secondaires bioactifs de chaque plante.

On conclue que bain bouche a base de plantes formulé une alternative abordable pour
réduire le nombre de microbes. Cependant, d'autres études cliniques a long terme sont
essentielles pour fournir une normalisation et une qualification indispensables des

diverses combinaisons de bains de bouche a base de plantes.
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Conclusion générale et Perspectives

anelisin fensrale o perspaciing

L’Algérie est riche en plantes aromatiques et médicinales susceptibles d’étre utilisées dans
differents domaines (pharmacie, parfumerie, cosmétique, et agroalimentaire) pour leurs
propriétés thérapeutiques et odorantes. Ces plantes aromatiques sont, donc, la source de
produits a forte valeur ajoutée. Dans ce contexte notre étude s’inscrite a 1’étude
photochimique, dosage des polyphénols, 1’évaluation des activités biologiques des extraits,
suiver par 1’¢laboration des formulations de bain bouche a base des extrait éthanoique des

feuilles Pistacia lentiscus, I’Olivier Olea europea et Zizyphus lotus.

A la lumiére des résultats expérimentaux obtenus, nous pouvons tirer les conclusions
suivantes :

> le criblage phytochimique a révélé la richesse des plantes sélectionnées en métabolites
secondaires notamment en composés phénoliques, flavonoides et tanins.

> L’estimation quantitative par la méthode colorimétrique a montré que les extraits
étudiés constituent une source potentielle de substances phénoliques bioactives.

> L’analyse spectroscopie infrarouge a montré la présence des groupements fonctionnels
qui existent au sein des principes actifs

> Les teste de piégeage du radical libre par la méthode DPPH a confirmer une activité
anti radicalaire importante des extraits préparés

> La méthode de diffusion sur disque a confirmer que les extraits organiques sont dotés
d’une activité inhibitrice contre les microorganismes testés

> Le test préliminaire de formulation du bain de bouche a donner un produit
acceptable de point de vue caractéristique physicochimique (PH, stabilité) et organoleptique
(odeur, couleur)

> Les résultats obtenus affirment que les formulations du bain bouche a base d'herbes

ont démontré une meilleure activité antibactérienne.
Perspectives

L’ensemble des résultats tirés ne constitue qu’une premicre étape dans la recherche pour un

travail plus vaste et plus approfondi, il serait souhaitable de:

» Utilis¢ des méthodes avancées dans I’extraction des principes actifs
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Purifier et isoler les molécules contenues dans les extraits organiques afin d’identifier
les molécules a I’origine des effets pharmacologiques.

Identifier les composés phénoliques par la chromatographie en phase liquide couplée
a la spectrométrie de masse (HPLC-MS).

L’¢évaluation de I’activité antifongique des différents extraits étudie.

Effectuer des tests microbiens sur d’autres souches bactériennes.

Evaluer d'autres activités biologiques in vivo et in vitro tels que : l'activité
antidiabétique, analgésique et antibongique, inflammatoire.

Améliorer cette formulation pharmaceutique par des techniques avancées et testé

‘d'autre activité biologique.
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. Annexes
Annexe 1.1
1. Matériels et produits chimiques

Appareillages Produits Verreries Autres matériels
Autoclave. Folin-Ciocalteu Erlenmeyer Papier filtre whatman
Moulin électrique Chlorure ferrique Entonnoir Papier aluminium
Agitateur Magnétique Trichlorure Tube & essai Papier absorbant
Plaque chauffante d’aluminium Bécher Spatule
Balance de précision Acide gallique Eprouvette eppendorf
Etuve Quercitine Flacon Pinces
Centrifugeuse DPPH Boite pétri Anses
Spectrophotométre Ethanol Pipettes Pasteur Cuve de
Vortex acide sulfurique Bichner spectrophotomeétre.
Ph métre hydroxyde de sodium fiole jaugée Micropipettes
Incubateur carbonate de sodium Verre de montre

réfrigérateur

ultrasons

nitrite de sodium
methanol
d'acide chlorhydrique

vanilline

Ballon
Cristallisoir

réfrigérant

1.Protocole de dosage des flavonoides et des tannins

Figure 3 : Dosage des tannins
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Annexe 11.1

Tableau 1. Résultats des tests photochimiques d’extrait d’Olea Europaca

Les different extraits

Métabol_ites .. Extraits aqueux Extraits éthanol
secondaires Reéactifs i _
Observation| Résultat | Observation | Reésultat
Flavonoides NAOH E ++++ ' -
. Chlorure
Tannins ferrique . +++ +++
. Chlorure |
Phénols ferrique ‘ - = .
, Acide sulfurique| ‘
Quinones concentré ++++ +4++
Chloroforme
-Anhydride \
Stéroides acetique “ - ++
-Acide
sulfurique
Reéactif de
A
Alcaloides Mayer ‘ - -
+ HCL
Saponines Eau distillé +4++ -
Chloroforme '
Terpénoides +acide N . 4+
sulfurique ﬂ
Coumarines | HYdroxydede | +r a )
sodium » e
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Tableau 2 : Résultats des tests phytochimiques d’extrait de Pistacia Lentiscus

Les different extraits
Metabolites _ Extraits aqueux Extraits ethanol
secondaries Reéactifs i _ i _
observation | Résultats | Observation Reésultat
Flavonoides NaOH ﬁ + . ++++
. Chlorure ‘_j
Tannins ferrique i +4+++ B ++
) Chlorure .
Phénols ferrique ‘ i -~ )
Quinones Acide sulfirique ﬁ it ‘ it
concentré
Chloroforme
-Anhydride
Stéroids acétique ++++ SR\ ++
sulfurique
Réactif de -
Alcaloides |  Mayer Tt ~ -
+ HCL
Saponines Eau distille m ++++ ‘ -
Chloroforme .
Terpénoides +acide Q ++++ - -
sulfirique — —
. Hydroxide
coumarins | Y . -+ % S
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1. Dosage des polyphénols totaux

Annexe 11.2

Tableau 1 : La courbe d’étalonnage d’acide gallique

20
Tube 01 0.046
Tube 02 0.103
Tube 03 0.100

30
0.154
0.130
0.179

40
0.190
0.248
0.232

Tableau 2 : Les résultats de dosage des polyphénols

ZE OE
Tube 1 0.852 0.586
Tube 2 0.867 0.790
Tube 3 0.942 0.830

2. Dosage des flavonoides totaux

PE

0.971
0.744
0.285

ZET

0.644
0.950
0.720

Tableau 3 : La courbe d’étalonnage de la Quercétine

20 30
Tube 1 0.165 0.161

Tube 2 0.195 0.234
Tube 3 0.292 0.233

Tableau 4 : Les résultats de dosage des flavonoides d’extraits

ZE OE
Tube 1 0.151 0.168
Tube 2 0.154 0.164

Tube 3 0.143 0.178

40
0.167

0.123
0.135

PE

0.145
0.141
0.154

60

0.160
0.192
0.130

ZET

0.158
0.165
0.165

60
0.253
0.296
0.299

OET

0.901

0.941

0.849

70
0.150

0.192
0.149

80
0.152

0.144
0.152

OET

0.330

0.350

0.319

80

0.319
0.3095
0.362

PET
0.971
0.989
1.00

100
0.158

0.151
0.135

PET

0.279
0.325
0.322
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3. Dosage des tannins totaux

Figure 1: Courbe d’étalonnage des tannins condensés

DO

E G[:: W O.I‘JEJ-D-!E»:-: - L'J-.CID,-'E.D_ >

§ 0.25 R* 0“"448"»’ -

-'E 0,2 —

E 0,15 P

s 0.1 -

§ 0,05 P -~

0 &—"
o 100 2000 200 400 S00
concentration de la catéchine (pg.ml?)
Tableau 5 : Les résultats de dosage des tannins
ZE OE PE ZET OET PET

Tube 1 0.096 0.090 0.0113 0.101 0.093 0.116
Tube 2 0.109 0.089 0.110 0.096 0.095 0.114
Tube 3 0.113 0.091 0.099 0.109 0.094 0.110




Annexes

Annexe 11.3
Résultats de I’ Activité antioxydant

Tableau 1 : Résultats d’absorbance de I’activité antioxydant de 1’extrait olivier éthanol.

N° tube 1 2 3 4 5 6 7
C(pg/ml) | 480 500 560 600 160 700 800
Tube 1 0098 | 0101 | 0102 | 0.099 0100 | 0102 | 0.104
Tube 2 009 | 0101 | 0103 | 0100 | 0102 | 0102 | 0.104
Tube 3 0100 | 0.00 | 0.103 0.09 0101 | 0100 | 0.105

Tableau 2 : Résultats d’absorbance de 1’activité antioxydant de 1’extrait olivier eau.

N° tube 1 2 3 4 5 6 7
C (ng/ml) 480 500 560 600 660 700 800
Tube 1 0.332 0.320 0.282 0.272 0.232 0.143 0.111
Tube 2 0.341 0.297 0.276 0.253 0.229 0.135 0.112
Tube 3 0.330 0.301 0.266 0.250 0.206 0.120 0.105

Tableau 3 : Résultats d’absorbance de 1’activité antioxydant de 1’extrait ziziphus éthanol.

N° tube 1 2 3 4 5 6 7
C(ugml) | 480 500 560 600 660 700 800
Tube 1 0334 | 0310 | 0260 @ 0163 | 0175 | 0.141 0.110
Tube 2 0322 | 0303 | 0267 | 0185 | 0.155 | 0.144 0.093
Tube 3 0330 | 0291 | 0260 | 0190 | 0171 | 0.144 0.109

Tableau 4 : Résultats d’absorbance de 1’activité antioxydant de 1’extrait ziziphus eau

N° tube 1 2 3 4 5 6 7
C (ug/ml) 480 500 560 600 660 700 800
Tube 1 0.474 0.448 0.347 0.311 0.299 0.276 0.194
Tube 2 0.454 0.440 0.330 0.318 0.285 0.220 0.189

Tube 3 0.446 0.434 0.339 0.328 0.283 0.209 0.184
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Tableau 5 : Résultats d’absorbance de 1’activité antioxydant de 1’extrait Pistacia éthanol.

N° tube 1 2 3 4 5 6 7
C (pg/ml) 480 500 560 600 660 700 800
Tube 1 0.199 0.199 0.156 0.150 0.148 0.100 0.087
Tube 2 0.152 0.195 0.144 0.155 0.136 0.098 0.072
Tube 3 0.148 0.189 0.169 0.149 0.122 0.097 0.068

Tableau 6 : Résultats d’absorbance de 1’activité antioxydant de 1’extrait Pistacia eau

N° tube 1 2 3 4 5 6 7
C (ng/ml) 480 500 560 600 660 700 800
Tube 1 0.364 0.268 0.234 0.197 0.170 0.144 0.109
Tube 2 0.330 0.254 0.222 0.193 0.166 0.132 0.099

Tube 3 0.321 0.264 0.219 0.188 0.150 0.120 0.099
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Annexes 11.4

Résultats de Dactivite antibactérienne

1. Résultats de P’activité antibactérienne des extraits

Tableau 1 : Diamétre des zones d’inhibition des extraits par méthodes des disques
Les Diamétre des zones d’inhibition en mm
différentes Les extraits aqueux Les extraits éthanolique

souches Zizyphus.L | OleaE. Pistacia L. | Zizyphus.L | OleaE.L | Pistacia L.

B.Cereus 21 10 10 35 20 28
S. aureus

8 20 15 25 20 33

E.Coli 16 15 30 26 40 29

2. Résultats de P’activité antibactérienne de Bain Bouche

Tableau 2 : Diamétre des zones d’inhibition de bain de bouche F1 par méthode des puits.

F1
Les différentes  souches Les dilutions de bain bouche
D1 D2 D3 D4
Bacillus Cereus 7 7 9 10
Staphylococcus aureus 29 16 14 21

Escherchia Coli 14 14 21 19
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Tableau 3 : Diamétre des zones d’inhibition de bain de bouche F2 par méthode des puits.

F2
Les différentes  souches Les dilutions de bain bouche
D1 D2 D3 D4
Bacillus Cereus 21 15 9 8
Staphylococcus aureus 10 15 15 17
Escherchia Coli 27 15 18 18

Tableau 4 : Diamétre des zones d’inhibition de bain de bouche F3 par méthode des puits.

F3
Les différentes  souches Les dilutions de bain bouche
D1 D2 D3 D4
Bacillus Cereus 14 7 7 9
Staphylococcus aureus 16 20 25 20
Escherchia Coli 13 14 13 9

Tableau 5 : Diamétre des zones d’inhibition de bain de bouche F4 par méthode des puits.

F4
Les différentes  souches Les dilutions de bain bouche
D1 D2 D3 D4
Bacillus Cereus 9 7 10 8
Staphylococcus aureus 15 20 16 23

Escherchia Coli 17 19 20 21




Résumé : L’objectif de ce travail est de valoriser certain plantes médicinale de la région de
Tiaret (Olivier Olea europea, Zizyphus lotus, Pistacia lentiscus). La présente étude se
concentre, dans un premier temps, a 1’extraction des principes actifs a partir des feuilles des
trois especes, suivi par des tests phytochimique. Les résultats obtenus ont montré un
rendement représentatif et 1’analyse photochimique a révélé la richesse des espéces en
métabolites secondaires. L’estimation des composés phénoliques et 1’évaluation de leur
activité biologique a dénoncé 1’abondance des polyphénols totaux et son pouvoir
antioxydant et antibacterienne. Cette étude est complété par une formulation du bain bouche
et testé son activité antibactérienne. Les résultats ont confirmé I'obtention d'un produit
acceptable et son capacité d’inhiber la croissance des souches testées.

Mots-clés:Activité antibactérienne,Activité antioxydante,extrait, Olivier ,Pistacia, Zizyphus.

Abstract: The objective of this work is to promote certain medicinal plants from the Tiaret
region (Olivier Olea europea, Zizyphus lotus, Pistacia lentiscus). The present study focuses,
initially, on the extraction of the active principles from the leaves of the three species,
followed by phytochemical tests. The results obtained showed a representative yield and the
photochemical analysis revealed the species richness in secondary metabolites. The
estimation of phenolic compound and the evaluation of their biological activity revealed the
abundance of total polyphenols. This study is completed by a formulation of the mouthwash
and tested its antibacterial activity. The results confirmed the obtaining of an acceptable
product and its ability to inhibit the growth of the strains tested.

Keywords: Antibacterial activity, Antioxidant activity, extract,Olive tree, Pistacia, Zizyphus.
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