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Résumé

Cette étude s’inscrit dans le cadre de la valorisation des extraits d’origine végétale et la
recherche des alternatives aux médicaments a travers la détermination de [’activité
antioxydante et antibactérienne des extraits éthanoliques de la partie aérienne de Taxus
baccata. L’évaluation de D’activité antiradicalaire par la méthode de DPPH a dévoilé les
propriétés remarquables que possédent les extraits méthanoliques a piéger les radicaux libres,
a une concentration de (100pg / ml), 1‘extrait méthanolique présente un taux d’inhibition
proche de celui des antioxydants standards. L'activité la plus €levée en pourcentages était celle
des extraits d'acétone, de méthanol et d'acétate d'éthyle qui ont enregistré des valeurs entre 95
et 95,8 a partir des feuilles. Tous les extraits d’origine foliaire ont exprimé une propriété
antioxydante trés importante par rapport aux cones des graines (arille) de la plante étudiée, et
particulierement 1’extrait d’acétone qui a indiqué un ICsq (25,24+1,27).

L'activité antimicrobienne de ces mémes extraits testés sur plusieurs microorganismes
pathogenes avec une gamme de concentrations a montré une inhibition variable vis-a-vis de
ces souches bactériennes et de levures. L’extrait éthanolique empéche la croissance de la
majorité des espéces microbiennes testées, tandis que le reste des extraits ont montré une
activité sélective. La plus faible valeur CMI qui a été enregistrée (39,06 pg/ml) est 16 fois
supérieure a celle de I'antibiotique de référence. Les extraits organiques des feuilles de Taxus
baccata ont inhibé plus efficacement les bactéries Gram positives que les bactéries Gram
négatives. Ces études suggerent que les extraits des feuilles de Taxus baccata possédent une
puissante activité¢ antioxydante et antibactérienne, ce qui pourrait étre utile pour prévenir ou

ralentir la progression de diverses maladies liées au stress bactérien et oxydatif.

Mots clé: Taxus baccata ; pouvoir antioxydant ; activité antimicrobienne ; extrait éthanolique.
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Abstract

This study is part of the development of plant extracts and the search for natural
alternatives to drugs.

Methanolic extracts of the aerial parts of Taxus baccata were evaluated for their
antioxidant activity through DPPH free radicals scavenging activity and for their
antimicrobial activity through the determination of their minimal inhibitory concentration
(MIC) on several pathogenic microorganisms. As well, acetone and ethyl acetate extracts
were also evaluated.

Results revealed that the methanolic extract demonstrated a remarkable ability to trap
DPPH free radicals at a concentration of 100 pg/ ml which is an inhibition rate close to that of
standard antioxidants. The highest percent activity was that of acetone, methanol and ethyl
acetate extracts which recorded values ranging between 95 and 95.8 from the leaves. All of
the foliar extracts expressed an important antioxidant property compared to that of the cones
and the seeds (aril) of the plant studied particularly the acetone extract which indicated an
ICs 0f 25.24 £ 1.27.

Besides, the extracts showed antimicrobial activity against the tested strains with variable
MICs values. The ethanolic extract inhibits the growth of the majority of the microbial species
tested, while the rest of the extracts showed selective activity. The lowest MIC value recorded
was 39.06 pg/ ml which is 16 times higher than that of the reference antibiotic. Organic
extracts from the leaves of 7. baccata inhibited Gram positive bacteria more effectively than
Gram negative bacteria.

These results suggest that the extracts of the leaves of 7. baccata possess potent
antioxidant and antibacterial activity, which could be useful in preventing or slowing the

progression of various diseases related to microbial infections and oxidative stress.

Key words: Taxus baccata; antioxidant power; antimicrobial activity; methanolic extract.
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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d'années, I'humanité a utilis€¢ diverses ressources trouvées dans son
environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. L’histoire des plantes
aromatiques et médicinales est associée a I’évolution des civilisations. Dans toutes les régions
du monde, I’histoire des peuples montre que ces plantes ont toujours occupé une place
importante en médecine (Bouamar 2019).

L’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) estime que 80% de la population globale
dépend notamment de la médecine traditionnelle et de la phytothérapie pour les soins
sanitaires, ce qui semble étre une solution acceptable. Il a été rapporté aussi que 60% des
préparations médicamenteuses, dans les pays industrialisés, dérivent des plantes; ces dernieres
agissent comme sources d’agents thérapeutiques modeles pour de nouveaux composés
synthétiques ou comme matiére de base pour la production semi synthétique de molécules de
haute complexité (Fetahh 2019).

Aujourd’hui, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques et la
toxicité des antioxydants synthétiques ont conduit les chercheurs a puiser dans le monde
végétal et particulierement les plantes aromatiques et culinaires en quéte de molécules
naturelles efficaces et dénuées de tout effet adverse (Boudjouref 2011). Cela tient
principalement au fait que le régne végétal représente une source importante de molécules
bioactives. Plus de 120 composés provenant de plantes sont aujourd'hui utilisés en médecine
moderne et prés de 75% d'entre eux sont utilisés selon leur usage traditionnel. Parmi les
composé€s, on peut citer les coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les
terpenes et les flavonoides (Bouamar 2019).

Les extraits bruts des plantes commencent a avoir beaucoup d’intérét comme source
potentielle de molécules naturelles bioactives. Ils font 1’objet d’é¢tude pour leur éventuelle
utilisation comme alternative pour le traitement des maladies infectieuses et pour la protection
des aliments contre 1’oxydation. Ils interviennent dans la prévention et le traitement des
maladies liées au stress oxydatif tels que les cancers, la cataracte, 1’athérosclérose, le diabéte,
I’hypertension artérielle, les maladies neuro-dégénératives et ’arthrite (Bouamar 2019).11 est
donc important d’orienter les recherches vers le criblage de nouvelles molécules bioactives a
partir des végétaux qui ont toujours servi de base a I’élaboration de nouveaux médicaments.

Les plantes sont de plus en plus utilisées par 1'industrie pharmaceutique, environ de 35000
especes sont employées de par le monde a des fins médicinales (Bouamar 2019). En Afrique,

pres de 6377 especes de plantes sont utilisées, dont plus de 4000 sont des plantes médicinales,
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ce qui constitue 90% de la médecine traditionnelle dans ce continent (OMS 2002) (Khelifi et
Medjani 2018). La flore algérienne est caractérisée par sa diversité florale plus de 3000
especes appartenant a plusieurs familles botanique ; ce qui a donné a la pharmacopée
traditionnelle une richesse inestimable (Bouamar 2019). Dans I’axe de recherche et de
valorisation des substances de la flore aromatique et médicinale d’Algérie, nous avons choisis
d’étudier le pouvoir antimicrobien et anti radicalaire des extraits de Taxus baccata, conifére a
feuilles persistantes de petite a moyenne taille appartenant a la famille des Taxaceaes, son aire
actuelle en Algérie, est incluse partiellement dans quelques aires protégées (réserve naturelle
des Babors, Parc National du Djurdjura et de Chréa) (Guechoud 2014). Cette plante est une
source naturelle de métabolites primaires et secondaires. Ces substances sont trés recherchées
en pharmacologie, en cosmétique et en agroalimentaire. D’ailleurs, elle posséde plusieurs
activités  thérapeutiques ;  (antioxydante,  antimicrobienne, anti-inflammatoire et
anticancéreuse).Le choix a ¢été justifié par le manque de travaux sur cette plante
particulierement en Algérie.

Dans la premiére partie, nous aborderons les différentes connaissances bibliographiques
des plantes étudiées et nous décrirons quelques métabolites secondaires, leurs importances
dans I’organisme et la biosynthese de certains d’entre eux.

La premiere partie de ce document présente une synthése bibliographique qui concerne au
premier lieu la plante testée, puis les méthodes d’extractions des métabolites secondaires et se
termine par ’exposition des différentes techniques utilisées dans 1’évaluation de 1’activité
biologique. Dans la partie expérimentale, nous développerons dans le premier chapitre le
matériel utilisé et les méthodes analytiques utilisées pour 1’extraction, et pour 1’évaluation de
I’activité antioxydante et antimicrobienne. Le deuxieéme chapitre sera réservé a la présentation
et a la discussion de résultats obtenus.

Enfin nous achéverons ce travail par une conclusion générale dans laquelle différentes
perspectives de recherche seront évoquées.

Suite a la pandémie de Covid-19, nous n’avons pas pu entamer I’intégralité de la partie
méthode, a I’exception de la préparation des extraits éthanoliques des parties aérienne de la
plante testée, ni la partie résultats et discussion. Afin de compléter cette étude, nous nous
sommes contentés d’une synthése sur les travaux déja réalisés en relations avec notre

thématique.
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1. Présentation générale de la plante Taxus baccata

1.1. Généralités sur Taxus baccata

Taxus baccata, if a baie ou I’if commun, est une espece végétale de conifeére non résineux,
(le seul conifére sans cone ni résine), Il appartient a la famille des Taxacées qui constitue un
petit groupe des gymnospermes. En effet, les Taxacées regroupent moins de 2% des especes
des gymnospermes. La famille des Taxacées comporte 7 a 30 especes réparties dans 3 a 6
genres (Vallata 2009). C’est un arbre qui s’adapte a I’ombre et résiste a la pollution, Il peut
atteindre jusqu’a 15 m de hauteur pour les plus grands, mais mettra beaucoup de temps a

atteindre cette taille car sa croissance est réputées tres lente (www.collect-if.com).

% Classification botanique

La classification de I’if commun dans le régne végétal est établie comme suit :
Reégne : Plante (plantae.).
Sous régne : Plante vasculaire (tracheobionta).
Division : Plante a graine (spermatophyta).
Sous Division : Gymnosperme (Gymnospermea)).
Classe : Pinatés (pinatae).
Sous classe : Pinidés (pinidae).
Ordre : Pinale (pinales).
Famille : Taxacées (taxaceae).
Genre : Ifs.

Espéce : Taxus baccata (taxus communus) (https://viagallica.com/v/if commun.htm).

+ Nomenclature :
Nom commun : [f commun. Nom populaire : If a baies.

Noms régional : En arabe : _«s-ih, En kabyle : teyfuzzel.

1.2. Description botanique

Taxus baccata ou ifs, sont de grands arbustes ou petites arbres dont la croissance est
relativement langue ; de 10 a 20 cm en hauteur pour 15 cm en largeur par an. Cet arbuste
mesure de 5 a 8 m et peuvent atteindre jusqu’au 20 m de haut (Vallata 2009). Leur tronc est
dressé, droit, robuste, court, et divisé en grosse branches situées trés pres de sa base. Son port

est arrondi. Son écorce forme de large plaque brun mauve ou rouge qui sont peu €paisse et
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lisse. Ses feuilles persistantes sont en forme d’aiguilles, solitaires, linéaire, aplatie, de couleur
vert foncé, (elle mesure environ 1.5 a 2.5 cm de longueur et 3 cm de largeur) (Vallata 2009 .,
Guechoud 2014). Le systeme racinaire est fort et élargi, peu profond, essentiellement
horizontal avec de nombreuses radicelles secondaires trés ramifiées (Presutti 2013 ; Thomas
et Polwart 2003).Leur floraison débute a partir du mois de mars jusqu'au mois d’avril selon la

zone climatique (Guechoud 2014).

¢ Description des fleurs
Taxus baccata est une espece dioique c’est a dire qu’un pied de la plante porte soit des

fleurs femelles, soit des fleurs males mais pas les deux en méme temps (Vallata 2009).

% Fleurs males

Les fleurs males, jaunes et trés nombreuses, sont de minuscules chatons de forme
sphérique situés sur de trés petites pousses a 1’aisselle des aiguilles. Les fleurs males portent
un nombre relativement grand d’étamines en forme d’écu avec 6 a 8 sacs polliniques (Vallata

2009).

®,

¢ Fleurs femelles

Les fleurs femelles sont vertes, peu visibles et portées par de courts rameaux axillaires.
Elles sont constituées d’un ovule terminal unique, entouré de bractées écailleuses, soutenu par
une ou méme plusieurs formations de feuilles. Ces fleurs femelles, une fois fécondées,
produisent de fausses baies rouges de la taille d’une petite olive appelées arilles qui entourent

la graine (Vallata 2009).

*

¢ Description des Fruits

Le fruit est la seule partie comestible de I’arbre. C’est un faux fruit charnu, au gott sucré,
d’une taille de 9 x 7 mm avec une extrémité ouverte et de couleur rouge appelé « arille ».
Dans leurs voies digestives. La présence des graines intactes dans les déjections aviaires
permet la dissémination de 1’espece (Delahunty 2002 ; Thomas et Polwart 2003).

0,

¢ Description des graines

La graine est ovoide, a tégument ligneux lisse et de couleur brun jaunatre, d’une taille de

6-7 x 5 mm, repliée a I’intérieur de 1’arille (Thomas et Polwart 2003 ; Delahunty 2002).
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Figure 2. L’if commun (7Taxus baccata L) (Vallata 2009).
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Figure 3. Illustration des différents organes de 1’if (Martin et Thiébault .2010).
Au centre, deux branches feuillées portant en bas les boutons floraux, en haut les fruits (arilles). 1 et 2
: fleurs femelles a différents stades de maturité ; 3 et 8 : fleur male et sa coupe. 4 a 6 : développement

de la graine et de 1’arille ; 7 : coupe du fruit (graine entourée de 1’arille).
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1.3. Répartition géographique

1. 3.1. Dans le monde :

La répartition géographique de Taxus baccata s’étend vers le nord, a la Norveége et la
Suede, au sud, vers I'ltalie, I'Espagne, la Grece et 1'Afrique du Nord, a 1'ouest, vers les
archipels des Acores et de Madere, et vers l'est, a I'Estonie, la Pologne, I'Ukraine, la Turquie
et les montagnes du Caucase (Thomas et Polwart. 2003 ; Vessella et al. 2015)

1. 3.2. En Algérie :

L’if est présent dans les foréts des hautes montagnes calcaires et siliceuses bien arrosées,

souvent localis¢ dans les ravins humides et les milieux ombragés de 1’Atlas de Blida,

Djurdjura, Babors et Aures entre les altitudes 500 a 2500 m (Guechoud 2016).

Figure 4. Carte de répartition de Taxus baccata (if européen) (Giovanni 2018).

% Aire de répartition indigéne et population isolée.

Zone introduite et naturalisée (synanthropique) et population isolée.
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Figure 5. Aire de répartition de Taxus baccata en Algérie (Ghechoud 2014).

® En rouge les sites ou existes le Taxus.
® En bleu les chefs-lieux de wilayas.

1.4. Utilisation et usage traditionnel

En médecine traditionnelle ; Taxus baccata est une plante toxique pour de nombreuse
especes, Chez L’homme, I'if engendre des troubles digestifs, nerveux, respiratoires et
cardiovasculaires, qui peuvent entrainer la mort. L’origine de cette toxicité¢ est due a la
préséance de taxine, qui fait aujourd’hui 1’objet de recherche, en vue de nouveaux traitement
de cancer. Cette s¢ve toxique est valorisée, elle entre dans la composition de médicament anti
cancéreux, car le taxole ralentie la croissance des cellules cancéreuse .Les feuilles de Taxus
baccata présente une molécule de docétaxel, connue sous le nom de taxotére ; se révele d’un
trés grand intérét dans le traitement de cancer du sein métastasé, de 1’ovaire, et du poumon. Le
reste de la plante était autre fois utilisé contre les rhumatismes, mais sa trés haute toxicité a
fait renoncer a son usage. Le suc de I’if a été signalé comme spécifique souverain contre les
morsures de viperes. Les arilles débarrassés de leurs graines ont une action adoucissante
diurétique et laxative. L’arille rouge entourant la graines peut se manger tel que comme
friandise a condition de ne pas macher la graine. Il est sucré et mucilagineux. L’if a aussi des
utilisations économiques ; les fibres de 1’écorce étant transformées en tissus. Cette plante est
utilisé aussi comme arbre d’ornement ou en art topiaire dans les parcs et les jardins car il se

porte tres bien a la taille et repousse dansement (https://viagallica.com/v/if commun.htm).
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1.5. Composition biochimique de Taxus baccata

L’étude phytochimique sur les extraits de la partie aérienne de Taxus baccata, a révélé la
présence de plusieurs alcaloides, en particulier la taxine; une poudre blanche non cristalline
trés toxique, qui est composé de taxine A (Ci3HssNOy), et taxine B (Cs33H4sNOg), et leur
dérivé telle que 2-diactylétaxine A et isotaxine B et 1-dioxytaxine B, sa formule brute est:
C37H5oNOj  (Vallata 2009). L’if contient de plus un glucoside; la taxicatine
(https://viagallica.com/v/if commun.htm).

On a néanmoins trouvé dans 1’if des vertus médicinales étonnantes; le taxol ; est un
alcaloide qui est extraite a partir de 1’écorce de I’if (Vallata 2009), cette molécule est trés
complexe, elle est constituée de trois anneaux condensés I’un de 3, cinq de 6 et I’autre de 8
membres. L’anneau de huit membres c’est 1’oxétane; qui est crucial pour D’activité de
médicament (https://www.societechimiquedefrance.fr/Taxol.html). Le taxol stabilise les
microtubules contre le démontage et inhibe la division cellulaire, il est maintenant
commercialisé sous le nom de paclitaxel (Vallata 2009). L’écorce de Taxus baccata contient
aussi une molécule de céphalomanninealias ou taxol B; est presque identique au paclitaxel
mais il manque une partie d’'un groupe phényle, il est trés efficaces contre la leucémie. Les
extraits de feuilles de Taxus baccata révelent la présence d’une molécule de désacétyl-
baccatin III utilisée comme composé essentiel dans la fabrication de paclitaxel (taxol) et de
docétaxel (taxoteére) par la méthode d’estérification chimique (Bélair 1995). L’if contient
également des classes importantes de métabolites secondaires; les lignanes. Cinq lignans ont
¢été isolés du bois Taxus baccata; laricirésinol (1), taxirésinol (2), 3'-demethylisolariciresinol-
9'-hydroxyisopropylether (3), l'isolaricirésinol (4) et le 3-déméthylisolaricirésinol (5). Ces
lignanes possédent des propriétés anti-inflammatoires, antinociceptives, anti-ulcérogenes,
antifongiques et inhibitrices des enzymes (Kucukboyaci et Bilge 2010).

A partir du Taxus baccata, de la classe des Taxanes, 3 principes actifs sont isolés

(www.collect-if.com):

% Le paclitaxel; commercialisé sous le nom de Taxole ; est un poison du fuseau mitotique de
la cellule, qui inhibe la dépolymérisation des microtubules bloquant le mécanisme de la
mitose.

¢ Le docétaxel ; c’est un analogue du paclitaxel de structure voisine mais avec une activité
doublée, il est fabriqué par estérification chimique de la 10 désacétyl-baccatine III qui est

obtenue a partir des feuilles de Taxus baccata, le docétaxel est commercialisé sous le nom de
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Taxotére comme médicament pour traiter les cancers du sein de la prostate des ovaires et des
mélanomes et des poumons.

+» Le cabazitaxel ; commercialisé sous le nom de JEVTANA.
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Figure 6. Groupes chimiques essentiels de Taxus baccata.

A : structure chimique de taxotere (docétaxel). B : structure chimique de taxol (paclitaxale).
C : structure chimique céphalomannine. D : structure chimique 10désacétyl-baccatine III. E :

Structure chimique de taxine. F : structure de quelques lignanes.

1.6. Activité biologique et thérapeutique de Taxus baccata

Taxus baccata est une source naturelle de métabolites primaires et secondaires. Ces
substances sont trés recherchées en pharmacologie, en cosmétique et en agroalimentaire.
Malgré ces propriétés biologiques trés prometteuses (antioxydante, antimicrobienne, anti-
inflammatoire et anticancéreuse), peu de travaux ont été réalisés sur I’espece.Actuellement les
recherches s’intéressent aux différentes activités pharmacologiques de Taxus baccata pour

développer et améliorer la médecine moderne. Les plus importants effets sont :

10
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1.6.1. Activité anti-ulcérogéne (cytotoxique)

Le taxol (qui est extraite a partir de 1’écorce de 1’if) est une célebre molécule
anticancéreuse qui posséde une activité biologique unique. C’est un agent antimicrotubulaire
qui agit en inhibant la dépolymérisation des microtubules. Il se lie aux microtubules, ces
dernier deviennent alors trés stables et leur dépolymérisation qui a lieu a la télophase, est
inhibée. La division cellulaire ne peut donc étre complétée, elle se termine au stade de la
télophase. Un autre effet du taxol sur les microtubules est qu'il réduit le temps de
polymérisation de la tubuline en microtubules. De plus, il induit cette polymérisation méme
en l'absence de GTP, un facteur habituellement nécessaire pour que cette réaction ait lieu
(Assif et al. 2016).

1.6.2. Activités antimicrobiennes

Des ¢études faites sur les extraits des feuilles de Taxus baccata (extrait acétone,
méthalonique, et aqueux) ont montrés que ces extraits sont actifs et trés riches en composé
phénoliques (principalement les flavonoides et les lignanes), ces dernier possedent une
Activité antimicrobienne significative non seulement contre les bactéries mai aussi contre les
champignons, les levures et les virus. Ces études suggerent que les extraits de Taxus baccata
possedent une puissante activité antibactérienne, qui pourrait étre utile pour prévenir ou
ralentir la progression de diverses maladies liées au stress bactérien et d’autres maladies
virales (comme l'asthme, la bronchite, le hoquet, l'indigestion, les rhumatismes et I'épilepsie)

(Prakash et a/.2018).

1.6.3. Activités antioxydantes

Taxus baccata peut étre considéré comme une source naturelle trés riche de composés
poly phénoliques, qui a une forte activité antioxydante. Des extraits végétaux , des feuilles et
des cones de graines de 1'if européen (Taxus baccata), ont été soumis a une lyse anaérobie
pour déterminer le contenu phénolique total, Lors de la comparaison des résultats des extraits
de feuilles et de cones de graines de Taxus baccata, il a été constaté que les parties de la
plante étudiées contiennent des composés phénoliques, mais que les feuilles contiennent de
trés fortes concentrations de ces composés. Ces résultats suggerent que les feuilles et les cones
de graines de Taxus baccata sont une source potentielle de composés phénoliques, en

particulier de flavonoides (Milutinovi¢ et al. 2015).
1.6.4. Activités anti-inflammatoire

Le Taxus baccata (les feuilles, 1’écorce des racines) possédent une importante activité

anti-inflammatoire attribuée a la présence des lignanes et de nombreux taxoides connus par

11
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leur effet gastroprotecteur (ils sont efficaces dans les troubles gastriques sans induire des
Iésions gastriques) donc il donne une activité anti-inflammatoire (Kucukboyaci et Bilge
2010).

1.7. Toxicité de I’if

Toutes les espéces du genre Taxus sont toxiques, La toxicité de 1’if (Taxus baccata) est
connue depuis les gaulois, qui utilisaient la séve de I’extrait des feuilles pour fabriquer les
fleches empoisonnées durant les guéres. Certaines civilisations primitives utilisaient méme
I’extrait d’if comme poison pour la chasse. L’origine de cette toxicité est due a la préséance
de nombreux taxoides ; alcaloides diterpiniques tricycliques (taxines, taxol,
céphalomaninne...) .presque toutes les partie de la plante sont toxique ;(les feuilles le bois
I’écorce et les racines), a part la pulpe rouge du fruit ; (enveloppe charnue qui entoure la
graine ou I’arille) (Vallata 2009). La teneur et la composition des substances toxique varient
selon la saison, L’endroit, et la sorte de la plante ; en hiver la teneur en taxine des aiguilles
atteint son plus haut degré (Guechoud 2016). Suite a I’ingestion de graines machées ou de

quelques aiguilles de la plante, ils apparaissent les symptomes suivant :
% symptomes chez les L’homme
Premiére phase
e Troubles digestives : vomissements et diarrhées cholériforme.
e Troubles nerveux : tremblements, trouble visuel, mydriase, vertiges.

e Troubles cutanés : taches ecchymotique.
Deuxiéme phase

e Troubles nerveux : excitation, puis dépression.
e Troubles respiratoires : dyspnée, parfois apnée.

e Troubles cardiovasculaire : hypotension, bradycardie, arythmie.

Troisiéme phase

e coma avec signe convulsif et collapsus foudroyant (en 30 mn aprés le début de

manifestation).
% symptomes chez les animaux

Les animaux sont eux aussi victimes d’intoxication au 7axus, des intoxications sont déja
décrites chez les chevaux, les anes, les bovins, les moutons, les porcs, les lapins, les volailles,
les chiens, et les chats. Les animaux sont particulierement exposés au moment des tailles des

haies d’if, ou lors de leurs déracinements suite au mauvais temps. Les intoxications aigues se

12
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présentent le plus souvent comme une mort subite sans symptomes préalables. Parfois
I’intoxication prend une forme subaigué avec des symptomes tels que ; vomissement,
diarrhée, tremblements, agitation, perte d’équilibre avec chutes et ralentissements des
pulsations cardiaques qui peuvent néanmoins conduire a une perte de conscience et au déces

(https://www.centreantipoisons.be/nature/plantes/les-plantes-toxiques/if-taxus).
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Figure 7. Nombre d’intoxication cumulée par 1’if de 1997

a 2002(étude du centre antipoison de Lille)
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2. Méthodes d’extraction des métabolites secondaires

L’extraction est une opération qui consiste a séparer certains composés d’un organisme
végétal selon diverses techniques. Le choix de la méthode d’extraction est bas¢ sur les
caractéristiques physicochimiques des métabolites a extraire (Gobbi et Khebbaz 2014).

2.1. Extraction solide-liquide

L’extraction solide-liquide est une opération de transfert de maticre entre une phase qui
contient la matiére a extraire «solide, et un solvant d’extraction «liquide» (Gobbi et Khebbaz

2014).

2.1.1. Extraction par macération

La macération est une méthode qui consiste a laisser la poudre de la plante en contact
prolongé avec un solvant (Feknous et a/. 2014). Généralement les solvants les plus utilisées
sont 1’éthanol, le méthanol ou méme 1’eau pour I’extraction des composés polaires et le

dichlorométhane pour I’extraction des composés non polaires (Gobbi et Khebbaz 2014).
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Figure 8. Extraction par macération (Gobbi et Khebbaz 2014).
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2.2. Extraction par soxhlet

Un extracteur soxhlet est une picce de verrerie utilisée pour extraire les molécules
aromatiques de la plante. Quand le ballon est chauffé, les vapeurs de solvants passent par le
tube adducteur, se condensent dans le réfrigérant et retombent dans le corps de I’adducteur,
faisant ainsi macérer les résidus dans le solvant. Le solvant condensé s’accumule dans
I’extracteur jusqu’a atteindre le sommet du tube siphon, qui provoque alors le retour du
liquide dans le ballon, accompagné des substances extraites. Le solvant contenu dans le ballon

s’enrichit progressivement en composés soluble. La taille du corps en verre étant limitée, il

14
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peut étre nécessaire de réaliser plusieurs extractions successives pour récupérer une quantité

suffisante (El Kalamouni 2010).

Sortie de I'eau de
refroidissement

<— Condenseur/ réfrigérant

Entrée de I'eau de
refroidissement

Corps principal de

I'extracteur
Cartouche contenant S
I'échantillon 2 <— Retour de distillation
Y

<— Ballon

Agitateur
magnétique

Chauffe ballon avec
agitation intégrée

Figure 9. Extracteur de Soxhlet (Thi Kieu Tién 2016).

2.3. Extraction en mode batch (échelle laboratoire)

I1 s’agit d’un dispositif simple composé de fioles de 500 ml (ou I’on dépose la matiére
premicre et le solvant) et d’un agitateur secoueur thermostaté. Les expériences qui ont été
réalisées grace a cette technique ont permis d’estimer ’influence de divers parametres (nature
et concentration du solvant, hydro module (rapport solvant-matiere solide), granulométrie,

température etc.) (Penchev 2010).

2.2. Extraction par distillation

Il existe 03 différents procédés utilisant le principe de la distillation. Il s’agit de 1’hydro

distillation, I’hydro diffusion et ’entrainement a la vapeur d’eau (Piochon 2008).

2.2.1. Hydrodistillation HD

Le principe consiste a immerger la matiere végétale directement dans un réacteur rempli
d’eau placé sur une source de chaleur, L’ensemble est ensuite porté a ébullition sous une
pression atmosphérique. La chaleur permet 1’éclatement et la libération des molécules
odorantes contenues dans les cellules végétales. Ces molécules aromatiques forment avec la
vapeur d’eau un mélange azéotropique. Ce mélange constitué d’eau et d’HE est ensuite

refroidi et condensé dans un essencier ou vase florentin. Une fois condensé, eau et molécules
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aromatiques, du fait de leurs différences de densité, se séparent en une phase aqueuse et une
phase organique contenant I’HE. La distillation peut s’effectuer avec ou sans cohobage
(recyclage de I’eau de distillation a I’aide d’un siphon) des eaux aromatiques obtenues lors de

la décantation (Chenni et El1 Abed 2017).

Condenseur
Colonne de distillation

Cchobage r £
= Je—— Huile essentielle

——— Phase aqueuse
A | Vase florentin

Reéacteur — ™

MMatériel végétal f «—— Fau

Plaque chauffante

Figure 10. Schéma de montage de I’hydrodistillation (Chenni 2016).

2.2.2. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

Cette technique ne met pas en contact direct I’eau et la maticre végétale a traiter. De la
vapeur d’eau fournie par une chaudicre traverse la matiere végétale située au-dessus d’une
grille. Durant le passage de la vapeur a travers le matériel, les cellules éclatent et libérent
I’huile essentielle qui est vaporisée sous 1’action de la chaleur pour former un mélange (eau +
huile essentielle). Le mélange est ensuite véhiculé vers le condenseur et 1’essencier avant
d’étre séparé en une phase aqueuse et une phase organique. L’absence de contact direct entre
I’eau et la matiere végétale. Puis entre 1’eau et les molécules aromatiques évite certains
phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualit¢ de 1’huile (Gobbi

et Khebbaz 2014).
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lel
1 [ Condenseur

L) Cohgobage - le Huile essentielle
=« Phase aqueuse

Vase florentin

Alambic —————= §

Matériel végétal

Chaudiére a0

4 R L Py PR, PR\
R A ANy

Figure 11. Schéma de montage de I’entrainement a la vapeur d’eau

(Chenni 2016).

2.2.3. Extraction par hydrodiffusion

L’hydro diffusion est une variante de I’entrainement a la vapeur d’eau, dans le cas de
I’hydro diffusion, le flux de vapeur n’est pas ascendant mais descendant. Cette technique
exploite ainsi I’action osmotique de la vapeur d’eau. Le principe de cette méthode réside dans
I’utilisation de la pesanteur pour dégager et condenser le mélange (vapeur d’eau-huile
essentielle) dispersé dans la matiere végétale. Comme pour I’entrainement a la vapeur d’eau,
L’hydro diffusion présente 1’avantage de ne pas mettre en contact le matériel végétal et 1’eau,
de plus I’hydro diffusion permet une économie d’énergie due a la réduction de la distillation
et donc a la réduction de la consommation de vapeur (Tongnuanchan et Benjakul 2014 .,
Gobbi et Khebbaz 2014).

' |e—— Alambic

- Matériel végétal

Condenseur

Cchobage e Huile essentielle

- Phase aqueuse
Wase florentin

Chaudiére P

O L )

Figure 12. Schéma du dispositif de I’hydro-diffusion (Chenni 2016).
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2.3. Extraction assistée par ultra-sons (UAE, Ultrasonic Assisted extraction)
Les ultrasons sont des ondes vibrationnelles mécaniques de fréquence allant de 16 KHz a
1 GHz pouvant se propager dans les solides, les liquides et les gaz. Dans un milieu liquide la
propagation des ondes vont générer des cycles successifs de compression (haute Pression) et
de raréfaction (basse pression) (Wang et Weller 2006).Cette différence de pression va générer
des mouvements moléculaires au sein du milieu. Lors d‘un cycle de raréfaction la distance
entre molécules est augmentée et au-dessus d‘une certaine distance, dépendant de chaque
milieu, des bulles de cavitations vont se former. Ces bulles vont croitre pendant les phases de
raréfaction et diminuer pendant les phases de compression. La répétition de ces cycles va
conduire a I’implosion des bulles de cavitation, libérant ainsi une grande quantité¢ de matiere

(Gobbi et Khebbaz 2014).
2.4. Expression a froid

L’expression a froid est une extraction sans chauffage réservée aux fruits d’hespéridés ou
d’agrumes Le principe de ce procédé mécanique est basé sur la rupture des péricarpes riches
en cellules sécrétrices. L’HE ainsi libérée est entrainée par un flux d’eau. Une émulsion
constituée d’eau et d’essence se forme. L’essence est alors isolée par décantation ou

centrifugation (Chenni et EI Abed 2017).
2.5. Extraction au CO, supercritique

11 s’agit du procédé¢ le plus récent d’extraction a froid des matieres premieres végétales
utilisant le gaz carbonique : le CO; sous pression et a température supérieure a 31 °C, le gaz
carbonique se trouve dans un état «supercritique », la matiere végétale est chargée dans
I’extracteur puis le CO; est introduit sous pression et réfrigéré. Le mélange est recueilli dans
un vase d’expansion. La pression y étant réduite, le CO, reprend ainsi sa forme gazeuse et est
complétement éliminé. L’extrait végétal est isolé, les matieres premieres ainsi obtenues sont

proches du produit naturel d’origine sans trace résiduelle de solvant (Mohammedi 2004).
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CO, & Natal supercritique + Extrail Q0 & I'idal gazeun

o M [
- -

Séparateur

Extracteur m Condanseur

T, T

Pompe
o
€O, & l'étal supercrilique (:::’} O, & Fétat liquide

Figure 13. Schéma du procédé de 1’extraction par CO, supercritique

(Chenni et El Abed 2017).
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3. Activité antioxydante et antimicrobienne.

3.1. Activité antioxydante

3.1.1. Stress oxydatif
Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des especes
réactives de 1’oxygene et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les dommages

oxydatifs (Migdal et Serres 2011)

ique
Déséqumbre patho\og q

Enzymes antioxydantes
Cofacteurs : Zn, Se

Espéces réactives de 0, Vitamine C (alimentation)
Dysfonction mitochondrie

Metaux lourds : Fe, Cu
Facteurs environnementaux

Oxydant

Antioxydant

Balance du
Stress Oxydant

Figure 14. Mécanismes provoquant un stress oxydant au sein d’une cellule (Thibaut 2017).

3.1.2. Radicaux libres

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons non
Appariés .cette molécule est trés instable et réagie rapidement avec D’autres composants,
essayant de capturer 1’€¢lectron nécessaire pour acquérir la stabilité, une réaction en chaine
débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en lui arrachant son
¢lectron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre (Mirad et Badis 2019).
3.1.3. Espéces réactives de ’oxygene

Les espéces réactives oxygeénées ERO, classe spécifique de radicaux, Parmi les espéces
réactives oxygénées les plus intéressantes se trouvent les especes réactives radicalaire qui sont
des radicaux libres qui dérivent de la molécule d’oxygene, par addition d’un électron. les
principales especes réactives de I’oxygene radicalaire sont: le radical superoxyde (O2 *-), le
radical hydroxyle (*OH), le monoxyde d’azote (NO*), et aussi certains dérivés oxygénés
réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tels que le peroxyde d’hydrogéne

(H202) et le peroxynitrite (ONOO-) (Fetahh 2019).
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Tableau 1. Espéces réactives de 1’oxygene (Kohen et Nyska 2002).

Especes radicalaires

Espeéces non radicalaires

Anion superoxyde O2e

Radical hydroxyle OHe

Radical peroxyle ROOe
Radical alkoxyle ROe

Monoxyde d’azote NOe

Peroxyde d’hydrogene H,0,

Peroxyde organique ROOH

Acide hypochlorique HOCI
Oxygéne singulet 10,

Peroxynitrite ONOO

3.1.4. Origines des especes réactives de I’oxygene

1l existe deux sources différentes de ces radicaux libres :

% Production endogene

La chaine respiratoire mitochondriale, dans laquelle les étres aérobies puisent leur

énergie, Joue un rdle capital dans la cellule en couplant I’oxydation de coenzymes

transporteurs d’hydrogéne ou d’électrons avec la phosphorylation de I’ADP (Adenosine

DiPhosphate) en ATP (Adenosine TriPhosphate). Les conséquences de cette activité

mitochondriale sont doubles et paradoxales. D’une part, la mitochondrie fournit a la cellule

une source d’énergie importante puisque 36 molécules d’ATP a haut potentiel énergétique

sont générées lors de la réduction de 1'oxygene. Par contre, dans les conditions

physiologiques, environ 0,4 a 4 % d’¢électrons s’échappent, réagissent directement avec

I’oxygene dissous dans le cytoplasme et donnent naissance a des ERO (Aurousseau 2002).
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uv
lumiere

‘OH 0O, 10,

photolyse

H,0, _UV 2.0H

Figure 15. Formation des Espéces Réactives résultant d’une réduction progressive de I’oxygene

(Fettah 2019).

< Formation par voie exogéne
Les ERO peuvent également générées par différents agents non enzymatiques comme
les rayonnements UV induisant la synthése de radicaux libres (O; -, OH.) et des molécules
génératrices de radicaux libres (H,O;) par I’intermédiaire d’agents photo sensibilisants, ainsi
que les radiations ionisantes. L’ingestion d’alcool ou de médicaments est suivie de la
formation de radicaux libres selon divers mécanismes dont les structures peuvent jouer le role

d’accepteurs et de donneurs d’électrons (Fettah 2019).

O,
I 1e”
GE_-
(anion superoxyde)
1@ Dismutation = W
H,O,;
de” (peroxyde d"hydrogéne)
1e Fenton = Fe2+
OH’
(radical hydroxyle)
1e”
H.O

Figure 16. Radiations UV de la lumicre (Fettah 2019).
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3.1.5. Antioxydants

3.1.5.1. Définition

Les antioxydants sont des composés chimiques capables de minimiser efficacement les
rancissements, retarder la peroxydation lipidique, sans effet sur les propriétés sensorielle et
nutritionnelle du produit alimentaire. Ils permettent le maintien de la qualité et d’augmenter la
durée de conservation du produit (Fedala 2015).

En outre, ’antioxydant alimentaire idéal, doit étre soluble dans les graisses, efficace a
faible dose, et non toxique, n’entrainant ni coloration, ni d’odeur, ni saveur indésirable,

résistant aux processus technologiques, et stable dans le produit fini (Fedala 2015).
3.1.5.2. Caractéristiques des antioxydants:

Un composé est considéré antioxydant in vivo, lorsqu’il requiere les propriétés suivantes
(Valko et al.2006) :

¢ Agi spécifiquement sur les radicaux libres ;

¢ Chélate les métaux de transition ;

< . . . r r r
** Agi en synergie avec d’autres antioxydants pour se régénérer ;

L)

¢ Agi a des concentrations physiologiques relativement faibles ;

** La demi-vie de I’antioxydant doit étre suffisamment longue pour réagir avec

L’oxydant.

3.1.4.3. Principe des antioxydants:

La réaction d'oxydation est souvent une réaction en chaine, les antioxydants bloquent cette
chaine et empéchent ainsi les radicaux libres d'attaquer les cellules du corps. Les anti-
oxydants vont se lier aux radicaux libres et réalisent une réaction d'oxydation avec eux, ce qui
va les rendre inoffensifs et donc rendre impossible leurs oxydations par les protéines ou les

acides gras (Fettah 2019).

Antioxydants et radicaux libres

Membrane R?:icd
celiulaire ibre T— -
N - =D
@ > \

L o Anti-
oxydant

€
*r%s}sa ©

L o =]
*- Cellule * ’

Noyau

Figure 17. Principe des antioxydants (Fettah 2019).
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3.1.6. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour €valuer, in vitro et in vivo, I’activité antioxydante

par piégeage de radicaux libres différents.

Tableau 2. Les Méthodes les plus couramment utilisées pour estimer le pouvoir antioxydant

(Portes 2008)

Méthodes

Réactions

Structure

FRAP
(Ferric
Reducing
Ability of

Plasma)

Réduction le fer ferrique (Fe3+) en fer
ferreux (Fe2+).évalue le pouvoir
réducteur des composés. La lecture se

fait a 700 nm.

AN M A WL NN
TR LN % ;

DPPH

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyle (DPPH) fut I'un des
premiers radicaux libres utilisés pour
étudier la relation structure activité
antioxydant des composés

phénoliques. La lecture se fait a 517

nm.

ON

NO,

ABTS

Le sel de ABTS (I’acide 2,2’-azinobis-
(3-éthylbenzothiazoline- 6-sulfonique)
Perd un électron pour former un
radical cation ABTSe+, de couleur
sombre en solution en présence de
I’agent antioxydant, le radical ainsi
formé est réduit pour donner le cation
ABTSe+, Ce qui entraine la

décoloration de la solution. La lecture

se fait a 734 nm.
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3.2. Activité antimicrobienne

3.2.1. Définition de ’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne correspond a activité d’une molécule ou composé présent au

sein d’un végétale qui est a trés faible concentration inhibe le développement d’une bactérie

ou la tue (Hechifa et Merad 2016).
3.2.2. Bactéries pathogénes

Ce sont des bactéries qui sont responsables de maladies. Elles sont classées en Bactéries

Gram-négatifs, Gram-positifs et bactéries alcoolo-résistantes (BAAR) (Sahabi 2009).

Le tableau suivant donne la liste de quelques bactéries et les maladies dont elles sont

responsables.

Tableau 3. Quelques bactéries et maladies causées (Sahabi 2009).

Groupe de bactéries

Bactéries Gram-positifs

Maladies causées

Bacillus cereus

toxi-infections; infections oculaires et respiratoires

Staphylococcus aureus

Furoncles, pneumonie

Streptococcus hémolytique

Angine, infection cutanées, rhumatisme

Streptococcus pneumoniae

Pneumonie communautaire

Bactérie Gram négatifs

Vibrio cholerae

Choléra, gastroentérite

Escherichia coli

Infections urinaires, diarrhées infecticuses

Haemophilus influenzae type B

Méningite, pneumonie

Neisseria aeruginosa

Blennorragie

Salmonella typhimurium

Fievre typhoide

Pseudomonas aeruginosa

Infections urinaires

Proteus mirabilis

Diarrhées infectieuses (gastro-entérites)

Bactéries acido-alcoolo-résistantes

Mycobacterium leprae Lepre
Mycobacterium arium Pneumonie
Mycobacterium tuberculosis tuberculose
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3.2.3. Mode d'action des composés sur les bactéries

Il existe plusieurs types d’agents antimicrobiens. C’est le cas des agents physiques
(Radiations UV, rayon v), des agents chimiques (alcools, phénols, métaux lourds, agents
alkylants, détergents, aldéhydes, halogenes, antibiotiques et composés polyphénoliques dont
ceux d'extraits de plantes). Les métabolites secondaires des plantes tels que les polyphénols

agissent par plusieurs mécanismes: (Sahabi 2009):

® par la modification de la perméabilité membranaire
La membrane plasmique agit comme une barriére sélective. Elle régularise I’entrée et la
sortie des substances chez les microbes. Une altération de la membrane plasmique peut

inhiber la croissance de la bactérie ou conduire a sa mort.

® par inhibition de la paroi bactérienne
Certains agents antibactériens affectent la paroi de la bactérie en inhibant sa synthése.

C’est I’exemple de I’inhibition du peptidoglycane par la pénicilline ou par les poly phénols.

® par inhibition de la synthése des protéines

C’est le cas des antibiotiques ou extraits de plantes qui agissent en inhibant 1’incorporation
des acides aminés dans les chaines polypeptidiques. D’autres composés inhibent la
combinaison aminoacide: ARN de transfert (ARNt) avec le ribosome. Par contre d’autres
inhibent méme la formation de la liaison peptidique par les peptidyltransferases dans la

bactérie.

® par inhibition de la synthése des acides nucléiques

La vie de la bactérie peut étre compromise par toute perturbation du fonctionnement de
I’ARN et de ’ADN. Ce faisant les métabolites secondaires de plantes peuvent bloquer la
syntheése de I’ADN ou de I’ARN.

® par inhibition de ’activité enzymatique

La cellule bactérienne renferme une multitude d’enzymes. De nombreux composés de
plantes ou antibiotiques entravent les réactions biochimiques. Ils se lient aux groupes thiols
des enzymes et entrainent 1’altération des structures tertiaires et quaternaires des enzymes
bactériennes.
3.2.5. Méthodes de détermination de I’activité antimicrobienne

On cite souvent ces 03 méthodes car considérées comme fournissant des résultats

reproductibles (Allane 2009):
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® Diffusion en disque
® Dilution en bouillon

® Dilution en gélose
3.2.5.1. Méthodes de la diffusion en disque
< intéreét
La diffusion en disque est facile a mettre en ceuvre, reproductible et ne nécessite pas

d’équipement couteux.

3.2.5.2. Méthodes de dilutions en bouillon et en gélose
¢ Le but de ces méthodes est de déterminer la CMI, habituellement exprimée en ug/ml ou

mg/litre).

® Dilution en bouillon

Il s’agit d’une technique dans laquelle une suspension d’une bactérie est expérimentée
contre différentes concentrations d’un antimicrobien dans un milieu liquide. Cette méthode
doit étre effectuée soit dans des tubes contenant un volume minimum de 2 ml (macrodilution :
volume = 2ml), soit en microtitration (microdilution : pour les plus faibles volumes) comparée

a la méthode de gélose, cette méthode est plus reproductible et quantitative.

® Dilution en gélose

La dilution en gélose nécessite I’introduction d’un agent antimicrobien dans un milieu
gélosé dans une progression exacte des concentrations .on procede ensuite a 1’application d’un
inoculum bactérien défini a la surface de la gélose de la boite. Les résultats sont souvent

considérés comme étalon pour la détermination d’une CMI.
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Les travaux de la partie expérimentale ont été¢ réalisés au sein du laboratoire de biologie
moléculaire et cellulaire de la faculté des sciences de la nature et de la vie de ’université de

Tiaret.

1. Objectif de I’étude

L’objectif de cette étude est 1’évaluation in vitro de certaines activités biologiques
(antioxydant et antimicrobienne) des extraits éthanoliques issus de la partie aérienne (feuilles
et tiges) de I’if commun (Taxus baccata) ; une plante d’Algérie largement reconnue pour sa

valeur patrimoniale, économique et médicinale.

2. Matériel et méthodes
2.1. Matériel
2.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est constitué de la partie aérienne (feuilles et
tiges) de I’if commun (Taxus baccata .L.) (Fig. 18). 1l a été récolté¢ au mois de décembre 2019

dans leur habitat naturel, au parc national de Chréa (Blida), Atlas blidéen (Algérie).

A : Tiges découpées. B : Feuilles fraiches.

Figure 18. Matériel végétal utilisé (Photo prise au laboratoire)

2.1.2. Microorganismes

Six souches microbiennes fréquemment rencontrées dans les infections communes
seront utilisées lors de cette étude. Il s’agit de souches de collection internationale ATCC
(American Type Culture Collection) fournies gracieusement par les laboratoires du CHU

Mustapha Pacha d’Alger excepté Candida albicans qui est un isolat clinique. Une observation
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au microscope, apres des colorations simples pour les champignons et de Gram pour les

bactéries ont été effectuées afin de vérifier la pureté des souches.

2.1.2.1. Souches testées
a. Bactéries a Gram positif

e Staphylococcus aureus

C’est un organisme a Gram positif, agent pathogéne opportuniste et colonisateur fréquent
de I’¢épithélium. Provoque des inflammations séveres et septicémies (Grema et al. 2015).
e Bacillus cereus

C’est une bactérie sporulée, aéro-anaérobie facultative et thermorésistante; les
températures de croissance de cette bactérie peuvent varier de 5 a 50 °C. Ces caractéristiques
lui conférent une résistance particuliere a 1’action de bactéricides, aux désinfectants, aux
radiations, a la dessiccation et au cycle du froid.

Bacillus cereus peut produire deux types de toxines, une toxine émétique préformée dans
les aliments et résistante a une large gamme de températures et de pH, et des toxines
diarrhéiques produites pendant la croissance dans I’intestin gréle aprés ingestion de cellules
végétatives ou de spores en quantité suffisante (Cadel et al. 2012).

e Bacillus subtilis

Bactérie ubiquitaire a Gram positif, catalase positive, aérobie pouvant se développer en
anaérobiose, mobile par des flagelles peritriches, formant des spores trés résistantes dont
I’¢limination efficace nécessite des conditions particuliéres.

Malgré le fait qu’il s’agisse d’une bactérie a faible potentiel pathogene, elle peut donner
lieu a de redoutables infections dans certains cas ou encore étre a 1’origine d’une intoxication
alimentaire. C’est une bactérie modele treés étudiée dont le génome, entierement séquencé, est
facilement transformable au laboratoire.

Les applications de B. subtilis concernent plusieurs domaines notamment le domaine
médical, agro-alimentaire et écologique. Elle occupe également une place importante dans

I’industrie des détergents et du tannage (Bouihairi 2017).

b. Bactéries a Gram négative

® FEscherichia coli

C’est un bacille Gram négatif assez typique, mesurant 1 pm de long par 0,35um de
largeur. C’est un aérobie facultatif le plus courant dans I’intestin inferieur des mammiferes
peut étre pathogéne en provoquant de graves maladies: les entérohémorragies et les péritonites

(Blount 2015).
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c. Champignons
% Les levures

® Candida albicans

Est un champignon opportuniste le plus fréquemment isolé¢ de 'homme, c’est un membre
de la classe des Saccharomycetes. Il existe a 1’état saprophyte habituellement dans les
épithéliums muqueux des mammiferes en particulier sur les muqueuses digestives et génitales.
Le passage de la levure a un stade pathogene est favorisé par un certain nombre de conditions
comme le changement dans les facteurs écologiques tels que l'utilisation d'antibiotiques a
large spectre ou des médicaments immunosuppresseurs (Méar et al. 2013).

% Les moisissures

® Aspergillus niger

Est un champignon filamenteux haploide qui est utilisé pour la gestion des déchets et des
biotransformations en plus de ses utilisations industrielles, telles que la production d'acide
citrique et d'enzymes extracellulaires.

On le trouve le plus souvent dans la végétation, le sol ou les plantes en décomposition,
mais on ne peut le considérer comme particuliecrement dangereux par rapport a Aspergillus
fumigatus, 1'agent pathogene le plus répandu dans 1'air. Aspergillus niger, la moisissure la plus
abondante trouvée dans l'environnement, a également été la source de plusieurs composés

bioactifs et d'enzymes industrielles (Schuster et al. 2002).
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2.2. Méthodologies

2.2.1. Protocole expérimental

Ce travail a été effectué selon le protocole illustré ci-dessous.

Collecte des parties aériennes de Taxus baccata L

|

Séchage + broyage

Broyat végétal des feuilles et des tiges

!

Macération

Extrait sec

!

Filtration+ Evaporation

1
l 1

Analyse Activité biologique
l_> Rendement —» Activité antioxydant
= test DPPH

Activité antimicrobienne
= diffusion en puits

Figure 19. Protocole expérimental

2.2.1.1. Séchage et conservation

Les feuilles et tiges fraichement prélevées sont débarrassées de toutes poussieres et autres
impuretés, puis elles ont été séchées a ’ombre sur de papier a température ambiante, durant
une vingtaine de jours a un endroit aéré (Fig. 20), puis stockées a I’abri de la lumiere et de
I’humidité jusqu'a I'utilisation. Le but du séchage est de déshydrater un produit de fagon a
abaisser sa teneur en eau en dessous d’une valeur permettant sa conservation a température

ambiante (Agbossou et al. 2013).
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Figure 20. Feuilles et tiges de I’if aprés séchage

2.2.1.2. Préparation des extraits éthanoliques

2.2.1.3. Broyage

Les feuilles et les tiges de la plante étudiée ont été broyées séparément dans un moulin
¢lectrique en une poudre treés fine et homogene, pour augmenter la surface d’échange entre le
solide et le solvant et faciliter 1’extraction. Par la suite, les poudres obtenues ont été
conservées a I’obscurité dans des bocaux hermétiquement fermés jusqu’a leur utilisation afin

de préserver au maximum 1’intégrité de leurs compositions chimiques (Fig. 21).

Figure 21. Broyat des feuilles
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2.2.1.4. Macération (extraction solide /liquide) a froid

Cette procédure, malgré le temps long d'extraction et l'utilisation d'une quantité
considérable de solvant, est relativement peu cotiteuse. En plus, elle se déroule a température
ambiante, ce qui est trés positif pour conserver l'intégrit¢ des molécules poly phénoliques
(Abassi et Twil 2019).

50 g de poudre a été introduite dans un ballon a bouillir de 1000 ml ombré protégé
avec du papier aluminium afin d’éviter toute dégradation des molécules par la lumiére, est
macérée pendant 24 heures dans 500 ml d’éthanol dilué a une concentration de 70%, sous

agitation permanente, et a température ambiante (Fig. 22).

Figure 22. Macération sous agitation.

2.2.1.5. Filtration

Lorsque la période de macération est terminée, I’homogénat obtenu est filtré sur un papier
filtre Wathman. L’extrait obtenu a été versé dans un plat de cristallisation en verre puis séché
a une température voisinant 35°C. L’extrait sec obtenu a été pesé et conservé a 1’abri de la

lumiére pour une éventuelle utilisation.
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50 g Broyat
Macération dans éthanol

(70%) /pendant 24 heures

Extraction dans un mélange
Hydro-alcoolique

Filtration des macéras

—— Résidu végétal sec

v

Filtrat + évaporation

A 4
Extrait sec

Figure 23. Différentes étapes de préparation des extraits éthanoliques.

2.2.1.6. Calcul de rendement des extraits
Le rendement d’une extraction se calcule par le rapport entre la masse de I’extrait obtenu
et la masse de la matiére premicre végétale traitée (Abdelli 2017). Ce rendement est exprimé

en pourcentage et calculé par la formule suivante :

R(%) =m;/m;x100
ouU:
R (%) : Rendement exprimé en %.
m; . Masse en gramme du matériel végétal a traiter.

my: Masse en gramme de 1’extrait sec résultant.

2.3. L’évaluation in vitro de I’activité antioxydant de Taxus baccata
Plusieurs méthodes sont disponibles pour évaluer, in vitro, l'activité antioxydante de
différente composée de systémes biologiques. La plupart de ces méthodes sont basées sur la
coloration ou la décoloration d'un réactif dans un milieu réactionnel. La méthode du piégeage
du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) est la plus simple a réaliser in vitro
(Mighri et al.2010). Le DPPH est largement employé pour évaluer le balayage de divers
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produits naturels, et il est considéré comme un composé modele pour les radicaux libres de
ces produits (Fettah 2019). Dans ce cadre, nous nous sommes intéressées a 1’évaluation du
pouvoir antioxydant des extraits naturels de la partie aérienne de la plante Taxus baccata. En

vue de leur valorisation.

2.3.1. Estimation du pouvoir anti radicalaire (DPPHpe)
% Principe :

Le 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazine (DPPHe*) est un radical organique libre, stable et de
couleur rouge pourpre. En présence de composés antiradicalaires, le radical DPPHe est réduit
et change de couleur en virant au jaune, ce qui entraine une diminution de son absorbance
(Gachkar et al.2007). Le virage vers cette coloration et I’intensité¢ de la décoloration de la
forme libre en solution dépend de la nature, de la concentration et de la puissance de la
substance antiradicalaire (Asadi et a/. 2010). On peut résumer cette réaction par 1’équation
suivante :

DPPH. + AH — DPPH-H + A.
(Violet) (Jaunatre)
Ou (AH) représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH. (violet)
pour le transformer en molécule DPPH-H (Wang et al. 2002).

Le (DPPHe) est généralement le substrat le plus utilisé pour I’évaluation rapide et directe
de I’activité antioxydante, en raison de sa stabilité en forme radicale libre et la simplicité de
I’analyse (Fig. 22). Il absorbe dans le visible a la longueur d’onde de 515 a 520 nm (Bozin et
al 2008).

NO, NO,
. H

O,N N—N + A-H =~ 0,N N—N + A'
NO, NO,

VIOLET JAUNE

Figure 24. Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPHe entre

L espece radicalaire DPPHe et un antioxydant (Fettah 2019).
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2.3.2. Protocole

Une solution éthanolique de DPPH™ a été préparée au préalable dans une fiole en
dissolvant 4 mg de poudre de ce produit dans 100 ml d'éthanol, cette solution reste stable 4

jours a 4°C et a I’abri de la lumiére.

< Préparation des dilutions

Nous préparons une gamme de dilution avec différentes concentrations partant d’une

solution mére dissoute dans 1’éthanol (70%).

* Dosage

L'activité du piégeage du radical DPPH est évaluée selon le protocole décrit par

(Molyneux 2003).

® 50 ul d’extrait a une concentration donnée sont ajoutés a 950 pl de la solution DPPH.
Le mélange est vigoureusement agité, puis les tubes sont incubés a température ambiante et a
I’obscurité pendant 30 minutes. Les extraits ainsi que la référence (acide ascorbique) sont

testés a différentes concentrations.

® Parallélement, un témoin négatif est préparé en mélangeant 1ml éthanol a 70% avec
1 ml de la solution éthanolique de DPPH. La lecture de l'absorbance est faite contre un

blanc éthanol + eau (70%) a 517 nm apreés 1’incubation.

® [e contrdle positif est réalisé avec une solution d'un antioxydant standard; 1'acide

Ascorbique dont 1'absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les extraits testés.

® La lecture de I’absorbance a été faite au bout de 30 minutes au spectrophotometre a 517
nm en utilisant 1’éthanol comme blanc. Trois mesures de 1’absorbance ont été effectuées pour

chaque concentration testée (n=3).
2.3.3. Expression des résultats
2.3.3.1. Calcul des pourcentages d’inhibitions

Les pourcentages d’inhibition sont calculés a I’aide de la formule suivante :

[ I % = ((Ac-At)/Ac) X }

Avec :
Ac: Absorbance du contrdle négatif

At : Absorbance du test effectué
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«* Calcul des concentrations efficaces ICs
L’ICso ou concentration inhibitrice de 50 %, est la concentration de 1’échantillon testé

nécessaire pour réduire 50 % de radical DPPH.

® [Les ICs sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés ;
Pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions testées

® ECs est I'ICs par équivalent gramme de DPPH.
2.3.3.2. Calcul de I’activité anti radicalaire

APR ou activité anti radicalaire qui est inversement proportionnel a I’ECs (concentration

d’inhibition). (Seggani et Boukhil 2017)

[ APR=1/EC50 1

2.4. Evaluation de I'activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des extraits a ét¢ testée par la méthode de diffusion a partir des

puits sur la gélose (Muller-Hinton).

2.4.1. Protocole

e Préparation des dilutions

Afin d’évaluer I’action antimicrobienne des extraits éthanoliques obtenus de la partie
aérienne de Taxus baccata, des tests antimicrobiens ont été effectués avec une gamme de
concentrations de chaque extrait préparées dans du diméthyle sulfoxide (DMSO) a 70 %.
Nous avons établi pour cette étude une gamme de dilution en partant d’une concentration de

solution mére de 1g/10ml d’eau distillée stérile.

e Repiquage des espéces bactériennes
Les différentes espéces bactériennes seront repiquées par la méthode des stries, puis
incubées a 37 °C afin d'obtenir des colonies isolées qui vont servir a la préparation de

I’inoculum.

e Préparation de I'inoculum

A partir de chaque espéce bactérienne testée, les inoculums ont été préparés en prélevant
séparément une ou deux colonies bien distinctes de la méme boite de pétri a partir d’une
culture jeune (24h), puis les dissoudre dans de 1’eau distillée stérile formant une suspension
homogene. La turbidité de la suspension formée est ajustée de maniere a avoir une densité

optique comprise entre 0.08 et 0.1 correspondant a 0.4 McFARIand.
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e Préparation des milieux de culture

Le milieu de culture de Muller-Hinton (milieu spécifique pour les bactéries) utilisé dans
cette étude est préparé comme suit : Dissoudre 38g de la gélose Muller-Hinton dans 1L d’eau
distillée. Faire bouillir avec agitation jusqu'a dissolution compléte, avec un PH=7.4+0.2, puis
auto-claver pendant 15 minutes a 121°C et finalement couler le milieu apres refroidissement
dans les boites de Pétri stériles (qui correspond a 20 ml), alors que d’autres seront coulées par
la gélose Sabouraud (milieu spécifique pour les champignons). Les boites doivent étre séchées

30 min a une température ambiante avant leur emploi.

e Ensemencement

Les boites de Pétri préalablement coulées, seront ensemencées dans une zone stérile en
présence de bec benzeéne par trempage d’un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne,
puis I'ensemencement s'effectue par le frottement de 1’écouvillon a la surface gélosée, seche,
en tournant la boite de Pétri de 60° a chaque fois, de telle sorte a assurer une distribution

homogene des bactéries.

e Dispersion des solutions des extraits

La gélose est perforée par la partie supérieure d’une pipette Pasteur formant des puits de 6
mm de diamétre. Les cavités ainsi formées sont remplies de 20 pL de I'un des extraits testés
(dissous préalablement dans le DMSO) a raison de plusieurs concentrations. Trois répétitions

ont été réalisées pour chaque concentration.

e Incubation
Les boites sont mises a incuber dans une étuve a 37°C pendant 24 h pour les bactéries et
la levure C. albicans et a 25°C pendant une semaine pour la moisissure A. niger. L'activité
antibactérienne est déterminée en termes de diametre (en mm) de la zone d'inhibition produite
apres incubation autour de chaque puits a 1’aide d’un pied a coulisse ou une regle. Les
résultats sont exprimés par le diametre de la zone d’inhibition (Braz 2018 ; Ela et coll 1996).
Selon (Tekwu et al. 2012) Les bactéries sont classées selon le diamétre d’inhibition dans 1’une

des deux catégories suivantes : Non sensible : <10 ; Sensible : >10

2.4.2. Analyses Statistiques

Les valeurs d’IC50 (concentration inhibitrice a 50%) sont calculées par la méthode de

régression linéaire a partir de la courbe [% inhibition=f (concentrations)].
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1. Rendement d’extraction
Les composés biologiquement actifs sont généralement présents a faibles concentrations

dans les plantes. Une bonne technique d'extraction est celle qui permet d'obtenir des extraits a
rendement important avec des changements minimes des propriétés fonctionnelles .Cette
opération a pour but de capter les produits élaborés par le végétal tout en veillant a éviter d’en
altérer la qualité (Saidi 2019).

Les extraits éthanoliques des deux parties végétales étudiées sont obtenus par macération.
Les rendements d’extraction, les aspects et les couleurs des extraits obtenus, sont mentionnés
dans le tableau (4).

Tableau 4. Caractéristiques et rendements des extraits de Taxus baccata.

Organe testé | Extrait Masse Couleur Aspect Rendement en
(%)
Feuilles 6,95 Vert foncé Vitreux 13,9
EtOH
Tiges 4,80 Marron Vitreux 9,6

Les extraits obtenus présentent majoritairement un aspect vitreux de couleur verte foncée
pour les feuilles et marron pour les tiges. Cela est di a la présence des pigments végétaux ou
bien a la nature des polyphénols entrainés par le solvant et a leur solubilité dans ce solvant
(Saidi 2019).

Nous observons une nette différence entre les deux rendements d’extraction des feuilles et
des tiges de Taxus baccata. Cette différence de rendement peut-étre expliquée par la
variabilité de leur composition physicochimique et de leurs teneurs en composés phénoliques
(Shah et al. 2017). Le meilleur rendement est enregistré pour les feuilles avec 13,9%.

Ce résultat est confirmé par les travaux de (Patel et al.2009) sur les feuilles de Taxus
baccata  indiquant que I’éthanol a donné le meilleur rendement massique (9,1%)
comparativement aux extraits obtenus par le n hexane (rendement, 0,8%), dichlorométhane
(rendement, 1,8%), acétate d'éthyle (rendement, 1,6%), et de 1'eau (rendement, 8,3%). C’est
un solvant polaire connu pour extraire une large gamme de molécules incluant les sucres, les
glycosides et les composés faiblement polaires.

Ce qui explique pourquoi le mélange éthanol/eau est utilisé pour la préparation des
extraits bruts par macération, considéré comme un mélange de polarité €élevée, permettant une
extraction optimale des composés phénoliques .Ceci est conforté par les résultats de plusieurs
travaux antérieurs qui ont démontré que le rendement d'extraction augmente de maniere

significative avec l'utilisation des solvants hydro-alcooliques a différentes proportions par

39



Troisieéme Partie Résultats et discussion

rapport aux solvants organiques purs (Saidi et al., 2019) . La variation de la concentration du
solvant (mélange a différentes proportions avec I'eau distillée) modifie sa capacité d'extraction
(Saidi 2019).

Toutefois, il est difficile de comparer strictement nos résultats avec ceux de la
bibliographie, car le rendement n’est que relatif et dépend de I’espéce végétale étudice, de
I’origine géographique et la période de prélevement du matériel végétal, la partie de la plante,
les conditions de séchage et d’entreposage, le contenu de chaque espece en métabolites
secondaires, la nature du solvant utilis¢ dans I’extraction ou le fractionnement, sa polarité

ainsi que la méthode d’extraction elle-méme (Svoboda et Hampson 1999 ; Smallfield 2001).

2. Activité antioxydante et antimicrobienne de Taxus baccata L
Les parties aérienne des plantes médicinales sont généralement riches en composés

phénoliques tels que les flavonoides, les phénols, les stilbénes, les tanins, les coumarines, les
lignanes, les lignines, etc. Ces composés chimiques ont de multiples effets biologiques,

notamment antimicrobiens et antioxydants.

1.1. Activité antioxydante

Selon les travaux de Prakash et a/ (2018) Inde. Des extraits des feuilles de Taxus
baccata dans trois solvants différents (méthanol, acétone et aqueux) ont été testés pour leur
capacité de piégeage des radicaux libres en utilisant le test DPPH et il a été observé que les
extraits de plantes présentaient un bon pouvoir pour piéger les radicaux libres. Les extraits ont
été testés sur une gamme de concentration (20-100 pg / ml) et il a été constaté que l'activité
augmentait dans l'ensemble avec l'augmentation de la concentration des extraits comme
indiqué dans le tableau (05). L’extrait de feuilles a montré une activité de piégeage du DPPH
la plus ¢élevée (78,40%) a une concentration de (100 pg / ml) et un ICsg le plus bas a (62,27 pg
/ ml). Le pourcentage de 1'acide ascorbique qui est le standard utilisé est de (83,26%). Dans
tous les cas, les extraits de méthanol se sont avérés €tre de meilleurs antioxydants que
l'acétone et les extraits aqueux correspondants.

Il a été constaté que les extraits des parties foliaires de Taxus baccata possedent une
faible activité antioxydante pour les petites concentrations par comparaison avec les
antioxydants standards. A une concentration de (100pg / ml) 1‘extrait méthanolique présente
un taux d’inhibition proche de celui des antioxydants standards, ce qui permet de déduire que
les composés phénoliques contenus dans 1’extrait méthanolique des feuilles de Taxus baccata

sont tres efficaces.
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Tableau 5. Activité de piégeage des radicaux libres (DPPH) (%) de Taxus baccata a

Différentes concentrations (Prakash et al. 2018).

Organe | Concentration Extrait Extrait Extrait Acide
Testé (ng / ml) méthanolique d’acétone aqueux ascorbique
20 21,00+0,45 15,60+3,05 10,60+0,54 35,24+0,50
40 34,08 £2,22 27,10£2,20 22,20+0,35 50,54+0,42
Feuille 60 47,90 £1,32 39,45+1,80 35,00+0,00 62,35+1,20
80 60,87 +0,66 49,00+0,00 47,50+1,20 74,14+0,00
100 78,40+2,13 63,30+0,50 59,90+0,80 83,26+2,20

ICs0 (ng/ml) 62,27 68,88 84,21 41,44

Milutinovi¢ et a/ (2015) ont également analysé les propriétés antioxydantes par le test
DPPH des extraits végétaux des feuilles et des cones de graines de Taxus baccata, obtenus a
l'aide de cinq solvants de polarité différente (acétone, méthanol, eau, acétate d’éthyle et éther
de pétrole). Le pourcentage d'inhibition variait de (66,92 a 95,78%) pour les extraits de
feuilles et de (36,31 a 92,69%) pour les extraits de cones de graines. L'activité la plus élevée
en pourcentages ¢tait celle des extraits d'acétone, de méthanol et d'acétate d'éthyle qui ont
enregistré des valeurs entre 95 et 95,8 a partir des feuilles. Les valeurs de ICsy de l'activité
antioxydante des extraits de feuilles allaient de (25,24 a 533,66 ug / ml), et de (81,43 a plus
de 1000 pg /ml) pour les extraits de cones de graines. Parallelement a I'examen de 'activité
antioxydante des extraits de feuilles et de cones de graines de Taxus baccata, les valeurs du
BHA (93,37%; 5,39 png / ml), de la rutine (93,71%; 9,28 png / ml) et l'acide chlorogénique
(96,60%; 11,65 pg / ml) en tant que composés standards sont présentés. Ces résultats
suggerent que les feuilles et les cones de graines de Taxus baccata sont une source potentielle
de substances antioxydantes naturelles.

L’ICsq est inversement proportionnel a la capacité antioxydante d'un composé, parce qu’il
exprime la quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de
50%. Plus la valeur d’ICsg est petite, plus l'activité antioxydante d'un composé est grande
(Saidi 2019).

Tous les extraits d’origine foliaires ont exprimé une propriété antioxydante trés importante
par rapport aux cones des graines (arille) de la plante étudiée, et particulierement 1’extrait
d’acétone qui a indiqué I’ICsg (25,24+1,27) le plus faible, suivi par I’extrait d’acétate d’éthyle

(29,84+1,15). Par contre I’extrait aqueux indique une activité trés faible. Ce qui nous permet
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de dire que I’eau ne représente pas un bon solvant pour I’extraction des molécules actives de

la plante étudiée.

Tableau 6. Activité de piégeage de la DPPH des extraits végétaux des feuilles et des cones des

Graines, présentée en% d'inhibition et de valeurs ICsg (nug / ml) (Milutinovi¢ et al.2015).

Organe Feuilles Cones de graines
testé
Extrait %o inhibition 1Cs %o inhibition ICs
Eau 66,92+1,92 533,6649,55 38,83+1,95 >1000
Méthanol 95,59+1,74 105,4143,12 88,83+1,41 518,51+3,19
Acétone 95,76£2,33 25,24+1,27 92,69+1 ,84 81,43+1,98
Acétate d’éthyle 95,03+1,44 29,84+1,15 83,99+0,80 180,26+1,25
Ether de pétrole 78,01£1,62 438,92+4,94 36,31£1,48 >1000

Tableau 7. Valeurs de l'activité antioxydante (piégeage de la DPPH) de substance standard

obtenue pour comparaison avec les valeurs d'extraits de 7. baccata (Milutinovi¢ et al.2015).

substances % inhibition 1Csp png/ml
BHA 93.37£2.5 5.39+0.31

rutin 93.71£1.1 9.28+0.27

Acide chlorogénique 96.60+1.8 11.65+0.52

L’¢tude menée par Karafakioglu (2019) Turquie, sur les extraits méthanoliques des
feuilles, des branches et des fruits de Taxus baccata afin de déterminer leurs propriétés
antioxydantes par le test DPPH était concluante. L’extrait de feuilles a montré une activité de
piégeage du DPPH la plus ¢élevée (93,21%) (tableau 8) en comparaison avec I’extrait de fruits
(91.12%) et de I’extrait de branches (41,15%) qui semble avoir I’effet inhibiteur le plus faible.
Aucun de ces extraits n’a enregistré une activité supérieure ou égale a celle déterminée par
l'acide ascorbique, qui est le standard utilisé (96,82%). Le fait que I’écart du pourcentage
d’inhibition entre 1’extrait des feuilles et celui de référence (I'acide ascorbique) soit faible, ne
dépassant pas les 3,61%, nous permet de dire que la partie foliaire de cette espece est tres

riche en métabolites secondaires et renferme une activité antioxydante trés importante.
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Tableau 8. Valeurs DPPH des extraits de Taxus baccata (Karafakioglu 2019).

Organe testé | Technique d’extraction | Extrait | % inhibition Substance
standard
Feuilles 93,21 Acide ascorbique
Fruits Ultrasons Méthanol 91,12 DPPH : 96,82%
Branches 44,15

Contrairement a I’étude de Karafakioglu (2019) Turquie, une autre étude de Serteser et
al(2009), a été menée afin de déterminer les propriétés antioxydantes d'extraits méthanoliques
de certaines plantes poussant a I'état sauvage en Turquie parmi eux Taxus baccata par divers
tests d'antioxydants notamment le test DPPH. L’activité anti-radicalaire des extraits de fruits
(0.503) a été jugée plus élevée que celle des extraits de feuilles (0.289). En général, parmi les
plantes testées les extraits de fruits et de feuilles de I’espéce Taxus baccata ont montré les

plus faibles effets de piégeage des radicaux DPPH.

Tableau 9. Valeurs DPPH des extraits de Taxus baccata (Serteser et al.2009).

Organe testé Extrait CEsg AE

Feuilles 3,456 0,289

Fruits Eau-méthanol ——5¢ 0.503

A la suite de ces résultats rapportés par diverses études on peut déduire que le DPPH est
généralement le substrat le plus utilis€ pour I’évaluation rapide et directe de 1’activité
antioxydante en raison de sa stabilité en forme radicale libre et la simplicit¢ de 1’analyse.
L'activité antioxydante de différents extraits s'exprime en pourcentage d'inhibition et en
termes de valeurs IC50 (ng / ml), Ce dernier est considérée comme un parameétre d’efficacité
anti-radicalaire. Elle exprime la quantit¢ d'antioxydants requise pour diminuer Ila
concentration de DPPH de 50 %. Il est a noter que 1’ICsy le plus petit évalue le mieux
d’activité antioxydante d’ un composé.

L’activité antioxydant est liée a la présence de métabolites secondaires et d’autres

molécules bioactives. Les résultats de ces études suggerent que les extraits des feuilles de

43




Troisieéme Partie Résultats et discussion

Taxus baccata possédent une puissante activité antioxydante, ce qui pourrait €tre utile pour
prévenir ou ralentir la progression de diverses maladies liées au stress oxydatif.
Selon la littérature, 1’activité antioxydante de Taxus baccata a été étudiée par plusieurs

auteurs. La majorité de ces travaux viennent confirmer les résultats mentionnés ci-dessus.

1.2. Activité antimicrobienne

Une ¢tude de Prakash et al (2018) Inde, a ¢été congue pour évaluer 1’activité
antibactérienne de l'extrait de feuilles de Taxus baccata. L'activité antibactérienne des extraits
d'acétone, aqueux et méthanolique a été déterminée in vitro contre les agents pathogenes
médicalement importants tels que Escherichia coli, Yersinia pestis, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus cereus, Listeria monocytogenes et Staphylococcus aureus suivant la méthode de
diffusion en puits d'agar en utilisant différentes concentrations (25%, 50%, 75% et 100%). Les
résultats ont révélé une activité antibactérienne faible a significative contre les espéces
bactériennes mentionnées. L'extrait méthanol des feuilles s'est montré plus efficace contre
certaines espeéces bactériennes pathogénes que l'acétone et I’extrait aqueux. Le diamétre
maximal de la zone d'inhibition (ZOI), (24,10 mm) a été rapporté pour l'extrait de méthanol
contre Pseudomonas aeruginosa, tandis que pour 1’extrait d'acétone, le diametre maximal de
la zone d'inhibition était de 19,33 mm contre Listeria monocytogenes. L'extrait aqueux a
inhibé toutes les especes bactériennes sauf E. coli et B. cereus. De plus, l'extrait de feuilles a

inhibé plus efficacement les bactéries & Gram positives que les bactéries a Gram négatives.

Tableau 10. Zones d’inhibition produites par des extraits de feuilles de Taxus baccata (Prakash et

al.2018).

Type | Concentration Diamétre maximale de la zone d’inhibition en (mm)
d’extrait en % E.coli | Y.pestic | P.aeruginosa | B.cereus | L.monocytogenes | S.aureus
Meéthanol 18,65 | 16,00 24,10 18,62 19,30 22,00
Acétone 100 12,18 | 19,00 18,00 17,00 19,33 17,00

Aqueux 0,00 | 14,00 14,08 0,00 16,00 17,00

Tous les extraits testés de la partie foliaire de Taxus baccata sur les six

souches

bactériennes ont exprimé une inhibition sur une zone qui dépasse 12,18 mm, sauf pour

I’extrait aqueux qui n’a pas exercé une activité antimicrobienne sur deux souches a savoir,

E.coli et B.cereus.
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De méme, I’étude menée par Bernaitis et a/ (2013) Inde, avec des extraits éthanoliques
des feuilles de Taxus baccata sur des souches bactériennes multi résistantes (MDR) des
échantillons cliniques par la méthode de dilution sur gélose a montré un effet antimicrobien
contre les souches MDR & Gram positif (CMI 200-210 pg/ml), comme elle a montré une CMI
plus ¢élevée aupres des souches MDR a Gram négatif. Les valeurs moyennes de CMI des
souches MDR sont indiquées dans le tableau (11). La propriété antimicrobienne de Taxus

baccata a montré des résultats similaires a cette étude avec différents degrés de puissance.

Tableau 11. Valeurs CMI des souches de test MDR (Bernaitis et a/.2013).

MDR Taxus baccata (ng / ml)
Escherichia coli 360
Enterobacter cloaecae 380
Enterococcus faecalis 210
Pseudomonas aeruginosa 350
Providencia rettgeri 300
Klebsiella pneumoniae 290
MRSA 200
Acinetobacter baumannii 400

La CMI pour les extraits de 7. baccata se situe entre 210 et 400 (ng / ml) pour I’ensemble
des souches étudiées.

Selon Patel et a/ (2009) Inde, divers extraits a savoir le n-hexane, le dichlorométhane,
l'acétate d'éthyle, I'é¢thanol et I'eau, préparés a partir de feuilles de Taxus baccata ont été testés
sur des bactéries Gram négatif (Escherichia coli, Aérogenes d'entérobacter, Salmonella typhi
,Shigella dysenteriae, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas testostérone ,Proteus
morganii, Klebsiella pneumonae et Listeria monocytogenes) et Gram positif (Staphylococcus
aureus, Bacilus subtilis, Staphylococcus epidermis et Micrococcus luteus). Le test de
diffusion sur disque de gélose a été utilis€ pour déterminer la sensibilité des échantillons
testés, tandis que la micro dilution en puits a été utilisée pour déterminer la concentration
minimale inhibitrice (CMI). Les résultats du test de diffusion sur disque ont montré que
I’extrait éthanolique empéche la croissance de 1’ensemble des 13 espéces microbiennes
testées, tandis que le reste des extraits ont montré une activité sélective. La valeur CMI la plus
faible qui voisine 39,06 pg/ml et qui est 16 fois supérieure a celle de l'antibiotique de

référence (gentamycine) a €été observée avec 1’acétate d’éthyle sur cing microorganismes a
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savoir Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Escherichia coli, Shigella dysenteriae et
Listeria monocytogenes. Par contre 1’extrait aqueux n’était efficace que sur un seul micro-
organisme a savoir Bacilus subtilis. Ces données confirment la fiabilit¢ de l'activité
antimicrobienne et le potentiel antimicrobien trés puissant de tous les extraits organiques de la
partie foliaire du Taxus baccata.

Cette étude constitue une base importante pour l'utilisation de divers extraits de Taxus
baccata pour le traitement des infections associées aux micro-organismes étudiés.

D’autre part, une enquéte a été menée par Savita et al/ (2016) pour évaluer le potentiel
ethnomédecin et antibactérien des gymnospermes traditionnels en Inde. Des extraits de
feuilles de plantes dans différents solvants organiques (méthanol, éthanol, chloroforme et
hexane) de onze gymnospermes parmi eux Taxus baccata ont été testés pour leur activité
antibactérienne contre cinq bactéries pathogenes (Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Agrobacterium tumefaciens, Erwinia chrysanthemi et Xanthomonas phaseoli) par la méthode
de diffusion sur disque. Les résultats de 1’étude ont révélé que les 11 plantes de
gymnospermes avaient toutes une activité antibactérienne significative a une concentration de
1000pg /ml contre les micro-organismes testés.

Afsharzadeh et a/ (2013), ont préparé des extraits méthanoliques a partir des feuilles
males et femelles et fruits de onze taxons différents de coniféres iraniens parmi eux Taxus
baccata, collectés dans différentes localités d'Iran. Les extraits ont été testés pour leur activité
antimicrobienne contre Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli et
Candida albicans. Les extraits ont été criblés qualitativement en utilisant quatre méthodes
différentes, la diffusion sur disque, la plaque perforée, la diffusion de gélose cylindrique et les
méthodes de dilution de gélose, tandis que les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de
chaque extrait ont été déterminées par la méthode de dilution en gélose. Le meilleur résultat a
été obtenu au moyen de la méthode de la plaque perforée dans la détermination qualitative des
activités antimicrobiennes des extraits et la plus grande activité a été trouvée contre S. aureus
dans toutes les méthodes testées. Les extraits au méthanol de Taxus baccata ont révélé que
toutes les souches microbiennes étaient sensibles a I’exception de Candida albicans par la
méthode de diffusion sur disque, S.aureus était le seul micro-organisme qui présentait une
inhibition de la croissance. Les extraits au méthanol de Taxus baccata ont donné les valeurs
de CMI les plus basses contre S.aureus (3.12 mg /ml) par rapport aux autres souches qui
avaient des valeurs de CMI plutét €levées. Ces résultats indiquent que les extraits de I’espéce
Taxus baccata ont des propriétés antimicrobiennes intéressantes, ils peuvent inhiber la

croissance des bactéries de Gram positifs et gram négatifs.
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Tableau 12. CMI (mg /ml) des extraits de méthanol de différentes parties de Taxus baccata
(Afsharzadeh et al.2013).

Partie CMI (mg/mL)

utilisée C. albicans E. coli P. aeruginosa S. aureus
Feuille pied male 25 6,25 12,5 3,12
Feuille pied femelle 50 12,5 12,5 3.12

11 est a signaler que les extraits des feuilles des sujets males ont présenté une CMI plus
faible par rapport aux feuilles des sujets femelles sur certaines souches bactériennes testées,
alors que pour d’autres souches, les deux extraits ont donné les mémes conclusions
(tableaul2).

La comparaison des moyennes des pourcentages d’inhibition confirmées par (Prakash et
al 2018. Milutinovi¢ et al 2015 et Karafakioglu 2019) a montré que tous les extraits de
Taxus baccata possedent un pouvoir antioxydant puissants. Ils dépendent de la région, du
cultivar, de la partie végétale et du solvant utilisés pour 1'extraction, la méthode d’évaluation,
ainsi que des propriétés chimiques des substances actives présentes dans les extraits. On peut
dire que les effets de piégeage des radicaux DPPH les plus €levés ont été déterminés dans les
extraits de feuilles de Taxus baccata avec des valeurs significatives trés proches a celles des
substances standards.

On ce qui concerne le pouvoir antibactérien, divers extraits des feuilles de Taxus baccata
vis —a-vis des souches bactériens par divers méthodes a donné des résultats similaires entre
les ces études, avec des degrés de puissance variables. Cette assertion est confirmée par les
valeurs de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et les zones d’inhibition produites par
divers extraits de Taxus baccata. La différence de puissance peut étre due au stade de collecte
de l'échantillon de plante, a la sensibilité différente des souches a tester et a la méthode
d’extraction ainsi qu’au sexe de la plante. En outre, les résultats obtenus par Prakash et al/
(2018), Bernaitis et a/ (2013) et Afsharzadeh al (2012), ont montré que ’extrait des feuilles
de Taxus baccata a inhibé plus efficacement les bactéries Gram positives que les bactéries
Gram négatives.

Il est également intéressant de noter que l'utilisation de solvants modérément polaires
permet une extraction tres efficace des composés phénoliques, et une activité antioxydante et

antimicrobienne élevée dans le produit obtenu.
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Ces ¢tudes suggerent que les extraits des feuilles de Taxus baccata possédent une
puissante activité antibactérienne et antioxydante ce qui pourrait étre utile pour prévenir ou
ralentir la progression de diverses maladies liées au stress bactérien et oxydatif. La forte
activité antioxydante et antimicrobienne de cette plante peut étre due a la présence d’une
grande teneur en phénols et en flavonoides dans les feuilles. Selon Milutinovi¢ et a/ (2015),
les concentrations de phénols allaient de 33,38 a 210,01 mg /g et les concentrations de
flavonoides variaient de 5,88 a 161,98mg/g.

Karafakioglu (2019), a également signalé la quantité totale de contenu phénolique qui s'est
avérée etre de 14,76 mg EAG /g d'échantillon sec, la quantité maximale de flavonoides était

de 0,468 = mg EQ / g d'échantillon sec.
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Conclusion

Conclusion

L’activité biologique a été entreprise dans cette étude dans le but d’évaluer le pouvoir
antioxydant et antimicrobien des extraits ¢thanoliques des parties aériennes de Taxus baccata
(If commun) qui est un conifére, sans résine et sans cones, toxique mais réputé par son statut
de plante médicinale.

L'extraction de la partie aérienne de la plante a permis d'obtenir un rendement en extrait
¢thanolique d’environ 13,9% pour les aiguilles (feuilles) et 9,6% pour les tiges (rameaux).

Comme il a été constaté que le pourcentage d'inhibition de l'activité de piégeage des
radicaux DPPH d'extraits de feuilles de Taxus baccata a été déterminé a 93,21%, voisinant le
pourcentage d'inhibition de 1'acide ascorbique 96,82, qui est un puissant antioxydant, utilisé
comme standard ou référence. Cela indique que la partie foliaire de l'espéce a une activité
antioxydante plus forte que le fruit et les branches.

L’¢évaluation de I’activité antiradicalaire de la partie foliaire de cette espéce a travers une
gamme de concentrations (20-100 pg / ml) a révélé que cette activité augmente en générale
avec l'augmentation de la concentration des extraits. Sur d’autres essaies, le pourcentage de
piégeage du DPPH le plus ¢élevé (78,40%) a été obtenu avec la concentration de (100 pg /
ml), en comparaison avec le pourcentage de l'acide ascorbique utilisé (83,26%). Alors que le
ICsg le plus faible a été atteint avec la concentration de (62,27 pg / ml). Dans tous les cas, les
extraits des solvants organiques (méthanol, acétone) ont montré des activités antioxydantes
qui dépassent largement celles obtenues via d’autres extraits et particulierement aqueux qui a
indiqué une activité tres faible.

Cependant, l'examen des extraits de différents organes de la partie aérienne de cette
espece, a savoir, feuilles, branches, cones et graines a révélé des activités antiradicalaires
fortes. Tous les extraits d’origine foliaires ont exprimé une propriété antioxydante tres
importante par rapport aux autres parties €tudiées, et particulierement 1’extrait d’acétone qui a
indiqué un ICsg (25,24+1,27). Les résultats de ces ¢études suggerent que les feuilles et les
cones de graines de Taxus baccata sont une source potentielle de substances antioxydantes
naturelles.

La majorité des études ont annoncé que les extraits de méthanol et de cétone des feuilles
de Taxus baccata se révelent avec une activité antioxydante élevée puisqu’ils ont montré une
trés forte activité antiradicalaire vis-a-vis du radical DPPH légérement inférieur a celle de
I’acide ascorbique, ce qui pourrait €tre utile pour prévenir ou ralentir la progression de

diverses maladies liées au stress oxydatif.
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Conclusion

Les ¢études qui étaient congues pour évaluer ’activité antibactérienne des extraits de
feuilles de Taxus baccata en utilisant différentes concentrations a travers les différentes
techniques testées sur certains agents pathogeénes médicalement importants et contre des
souches bactériennes multi résistantes (MDR) ont révélé que la valeur CMI la plus faible
pour les extraits de 7. baccata voisine 39,06 ng/ml. Elle est 16 fois supérieure a celle de
l'antibiotique de référence (gentamycine), elle a été observée avec 1’acétate d’éthyle sur cing
microorganismes. La plus grande activité a été trouvée contre S. aureus dans toutes les
méthodes testées. Par contre la levure Candida albicans a manifesté une résistante vis-a-vis
les extraits méthanolique de la plante testée.

Les extraits testés de la partie foliaire de 7. baccata sur les souches bactériennes ont
exprimé une inhibition sur une zone qui dépasse 12,18 mm, sauf pour I’extrait aqueux qui n’a
pas exercé une activité antimicrobienne sur deux souches seulement. Cependant, les extraits
éthanoliques ont exprimé un effet antimicrobien contre les souches MDR a Gram positif (CMI
200-210 pg/ml), comme ils ont montré une CMI plus élevée auprés des souches MDR a Gram
négatif.

Les résultats obtenus ont montré que 1’extrait des feuilles de Taxus baccata a inhibé plus
efficacement les bactéries Gram positives que les bactéries Gram négatives. Cette activité
antimicrobienne de I’espéce dépend de la région de la plante et de son sexe, de la période de
prélevement de la partie végétale et du solvant utilisés pour I'extraction, la méthode
d’évaluation, ainsi que des propriétés chimiques des substances actives présentes dans les
extraits.

Il est également intéressant de noter que I'utilisation de solvants modérément polaires
permet une extraction tres efficace des composés phénoliques, et une activité antioxydante et
antimicrobienne élevée dans le produit obtenu.

Ces ¢études suggerent que les extraits des feuilles de Taxus baccata possedent une
puissante activité antibactérienne et antioxydante, ce qui pourrait étre utile pour prévenir ou
ralentir la progression de diverses maladies li€es au stress bactérien et oxydatif. La forte
activité antioxydante et antimicrobienne de cette plante peut étre due a la présence d’une
grande teneur en phénols et en flavonoides dans les feuilles.

Ces résultats ne constituent qu’une petite partie dans le domaine de la recherche des
antioxydants et des antibactériens naturels. 1l serait donc judicieux de poursuivre ce travail par
I’identification et 1’isolement des principes actifs responsables de cette activités et leur
évaluation biologique par des tests in vivo sur des modéles animaux ainsi que la détermination

de leur toxicité ou leur innocuité éventuelles, en préalable a leur évaluation clinique.
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