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Résumé

Dans le cadre de la valorisation des ressources naturelles, des extraits méthanoliques,
éthanolique et aqueux de trois plantes médicinales (Eucalyptus obliqua Hert., Marrubium
vulgare L. et Peganum harmala L.) ont été testés pour leur teneur en polyphénols totaux, en
flavonoides et en tanins condensés et aussi pour leur activité antioxydante, antibactérienne et

antifongique.

L’extrait méthanolique d’E. obliqua Hert. a donné les plus fortes teneurs en polyphénols
totaux, flavonoides et tanins condensés de 1’ordre de 231,58 +0,40 mg EAG/g MS, 32,06 +0,57
mg EQ/g MS et 38,57+0,00 mg EC/g MS respectivement par rapport a 1’extraits éthanolique et

aqueux de cette espéce et a I’ensemble des extraits de M. vulgare L. et P. harmala L.

L’évaluation du pouvoir antioxydant in vitro a révélé des capacités antioxydantes chez
tous les extraits. Les activités les plus potentielles par le mécanisme de piégeage direct des
radicaux libres par la méthode de DPPH sont prouvées par 1’extrait éthanolique de M. vulgare L.
(IC50= 10,86 + 0,005 pg/ml).

D’autre part, les tests de I’activité antibactérienne a été effectuée par la méthode de
diffusion sur disque et la méthode de micro-dilutions pour déterminer la concentration minimale
inhibitrice (CMI). Les résultats obtenus ont montré I’efficacité de certains extraits des plantes
médicinales étudiées et leur pouvoir antiseptique.La plus part des extraits utilisés posséde une

activité bactériostatique.

Le test de I’activité antifongique in vitro a démontré que les extraits éthanoliques et
méthanoliques se sont révélés les plus actifs contre les trois souches fongiques de Fusarium par
rapport aux extraits aqueux chez 1’ensemble des plantes étudiees. L’évaluation de I’efficacité in
vivo des extraits hydroalcooliques d’E. obliqua Hert. contre Fusarium culmorum, a montré que
I’extrait méthanolique (1,5% (p/p)) et I’extrait éthanolique (0,25% (p/p)) ont amélioré le
développement des plantules et ont reduit la gravité de la maladie.

La caractérisation des composes bioactifs par chromatographie sur couche mince(CCM)
et par chromatographie gazeuse couplée par spectrométrie de masse (CG-SM) ont décele la
richesse des especes végeétales étudiées en multiples molécules actives qui pourraient étre

I’origine de I’activité biologique de ces plantes.

Mots-Clés: plantes médicinales, extraits végétaux, activité antioxydante, activité antibactérienne,

activité antifongique.



Abstract

As part of the development of natural resources, methanolic, ethanolic and aqueous
extracts of three medicinal plants (Eucalyptus obliquaHert., Marrubium vulgare L. and
Peganumharmala L.) were tested for theircontents of total polyphenols, flavonoids and

condensed tannins and also for their antioxidant, antibacterial and antifungal activities.

The methanolic extract of E. obliqua Hert. exhibited the highest contents of total
polyphenols, flavonoids and condensed tannins of the order of 231,58 + 0,40 mg EAG / g DM,
32,06 = 0,57 mg EQ / g DM and 38,57 + 0,00 mg EC / g DM respectively relative to the
ethanolic and aqueous extracts of this species and to all the extracts of M. vulgare L. and P.

harmala L.

Evaluation of antioxidant activity in vitro revealed antioxidant capacities in all extracts.
The most potential activities by the mechanism of direct free radical scavenging by the DPPH

method are proven by the ethanolic extract of M. vulgare L. (IC50 = 10,86 £ 0,005 pug / ml).

On the other hand, tests for antibacterial activity were realised by the disk diffusion
method and micro-dilution method for the minimum inhibitory concentration (MIC). The results
obtained showed the effectiveness of certain extracts of the medicinal plants studied and their

antiseptic power. Most of the extracts used possessed bacteriostatic activity.

The in vitro antifungal activity test demonstrated that ethanolic and methanolic extracts
were found to be the most active against the three fungal strains of Fusarium compared to
aqueous extracts in all of the plants studied.The evaluation of the in vivo efficacy of
hydroalcoholic extracts of E. Obliqua Hert. against Fusarium culmorum, showed that
methanolic extract (1,5 % (w/w)) and ethanolic extract (0,25% (w/w)) improved seedling

development and reduced disease severity.

The characterization of bioactive compounds by thin layer chromatography (TLC) and
gas chromatography coupled by mass spectrometry (GC-MS) have detected the richness of the
plant species studied in multiple active molecules which could be the origin of the biological
activity of these plants.

Keywords: medicinal plants, plant extracts, antioxidant activity, antibacterial activity, antifungal
activity.
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Introduction

L'homme préhistorique, qui avait trés peu de moyens, devait se nourrir des produits de
cueillette et de chasse. En assimilant la flore locale, il a découvert les plantes utiles et
indispensables pour survivre. Ce régime, essentiellement végétarien, a constitué le berceau de
I'utilisation des produits naturels. A cette époque, les plantes médicinales ont été une source
inépuisable de médicaments pour les tradipraticiens pour guérir certaines pathologies souvent

mortelles sans savoir a quoi étaient dues leurs actions bénéfiques (Djahra, 2014).

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour I’humanité, elles sont
des usines chimiques naturelles, produisant des substances actives biochimiques : alcaloides,
huiles essentielles, flavones, tanins,...etc. et les mettent a la disposition de I’homme qui peut

en faire usage pour sa santé et satisfaire ses besoins vitaux (Schauenberg et Paris, 1997).

Ces plantes font partie de I’histoire de tous les continents : en Chine et en Inde, a travers
les siécles, le savoir concernant les plantes s’est organis¢, documenté et a été transmis de
génération en génération. Aujourd’hui, le recours a la médecine par les plantes connait un
regain d’intérét dans les pays occidentaux, particuliérement pour traiter les déséquilibres
entrainés par la vie moderne. De ce fait, les industriels ont développé des procédés pour la
fabrication des produits naturels a base des extraits et des principes actifs de plantes
médicinales (Benabdelkader, 2012).

Parmi ces substances potentiellement intéressantes, les antioxydants naturels qui ont
été particulierement étudiés en raison de leur utilisation dans les domaines pharmaceutiques,
cosmétiques et agroalimentaires pour leurs effets bénéfiques pour la santé (Benabdelkader,
2012). L’intérét accru des antioxydants d’origine naturelle dans le but d’augmenter la
conservation des aliments s’explique par le fait que certains antioxydants synthétiques

présentent des risques de cancérogenicite.

Les plantes médicinales sont également utilisees pour leurs propriétés
antibactériennes et antifongiques. Cependant, en tant que sources de médicaments, les plantes
restent encore sous exploitées surtout dans le domaine de la microbiologie. Il est certain que
la plupart des antibiotiques prescrits dérivent des microorganismes (Mohammedi, 2013). Ces
derniéres années, le potentiel thérapeutique des produits végetaux est reconsidéré et les études
qui leurs sont consacrées abondant dans la littérature scientifique. Ceci est di au phénoméne
de résistance développée par les souches microbiennes aux produits chimiques. Un grand
nombre de ces composés naturels sont de trés bons agents antifongiques et antibactériens. Les

études in vitro ont démontré que les substances bioactives provenant de diverses especes
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végétales présentent un spectre large d’activité sur une gamme de flore fongique dont sont

inclues les souches phytopathogénes.

Dans les domaines phytosanitaires et agroalimentaires, ces composés bioactifs
pourraient également étre employés comme agents de protection contre les champignons

phytopathogeénes et les microorganismes envahissant les denrées alimentaires.

La richesse de la flore Algérienne n’est plus a démontrer, elle est représentée par plus
de 3000 espéces de plantes dont 15% endémique et appartenant a plusieurs familles

botaniques (Gaussen, 1982).

Ce travail de these contribue a la valorisation des ressources naturelles pour une
meilleure connaissance de la flore algérienne notamment les plantes médicinales et
aromatiques. L’objectif principal de cette étude consiste dans la caractérisation
physicochimique, phytochimique et biologique des extraits de trois especes de plantes

médicinales qui sont: Eucalyptus obliqua Hert., Marrubium vulgare L.et Peganum harmala L.

Ce manuscrit, se subdivise en six chapitres, le premier chapitre est un apercu
bibliographique sur les notions de plantes médicinales, phytothérapie et métabolites
secondaires. Le second chapitre est une analyse bibliographique sur les trois plantes étudiées
précisément leur description botanique, leur position systématique et leur utilisation en
médecine traditionnelle. Le troisiéme chapitre traitera les activités biologiques des plantes
médicinales. Le quatrieme chapitre est une présentation de la zone d’étude. Le cinquiéme
chapitre est consacré a la description du matériel et méthodes employées en analyses
physicochimiques et phytochimiques des trois extraits des plantes étudiées et 1’étude
biologique qui met en évidence la valorisation de ces extraits pour leurs activités
antioxydantes, antibactériennes et antifongiques. Le sixiéme chapitre présentera une synthese

des principaux résultats obtenus et leurs discussions.

Enfin nous récapitulons dans la conclusion tous les résultats essentiels de ce travail et

nous abordons les perspectives de ce projet de recherche.
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Ce chapitre présente une synthese bibliographique permettant de définir les
différents termes abordés dans ce sujet.

1.1 - Définition d’une plante médicinale

Une plante médicinale est définie par la pharmacopée frangaise note 1 comme une
« drogue végétale au sens la pharmacopée européenne dont au moins une partie posséde
des propriétés medicamenteuses ». L’expression drogue végétale ou, plus couramment,
drogue, désigne donc une matiere premiére naturelle servant a la fabrication des
médicaments (Mohammedi, 2013).
Des plantes ayant des propriétés médicamenteuses peuvent avoir également des usages
alimentaires ou condimentaires. Pour ces diverses utilisations, il s'agit soit des mémes

parties de plantes, soit des parties différentes.

1.2 - Définition de la phytothérapie

La médecine par les plantes dite phytothérapie qui est I’ensemble des soins
thérapeutiques faisant directement appel aux drogues d’origine végétale (Volak et
Stodola, 1983). C’est une partie de la thérapeutique médicamenteuse qui a été valorisée
grace aux connaissances nouvelles sur la fonction de l'organisme et des récentes
découvertes sur les substances contenues dans les plantes.

Cette derniére est basée sur [’usage interne par absorption de substance thérapeutique sous
forme de tisane ou du jus ou bien 1’'usage externe en applications d’alcools, compresse,
bains...etc. (Kresanek, 1981).
De nos jours, une prise de conscience des nombreux effets secondaires et indésirables des
médicaments chimiques, fait renaitre une certaine réticence envers ces produits.
(Moussaoui, 2014).
On distingue deux types de phytothérapies :

v La phytothérapie traditionnelle
C'est une thérapie de substitution qui a pour but de traiter les symptdmes d’une affection.
Ses origines peuvent parfois étre tres anciennes et elle se base sur l'utilisation de plantes
selon les vertus découvertes empiriqguement. Elles concernent notamment les pathologies
saisonnieres depuis les troubles psychosomatiques légers jusqu’aux symptomes
hépatobiliaires, en passant par les atteintes digestives ou dermatologiques.
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v’ La phytothérapie clinique
C'est une approche globale du patient et de son environnement est nécessaire pour
déterminer le traitement, ainsi qu'un examen clinique complet. Son mode d’action est basé
sur un traitement a long terme agissant sur le systéeme neuro-végétatif. Dans ce type les
indications sont liées a une thérapeutique de complémentarité. Elles viennent compléter ou

renforcer I’efficacité d’un traitement allopathique classique pour certaines pathologies.

1.3 - Métabolites secondaires

Le terme «métabolite secondaire», qui a probablement été introduit par Albrecht
Kossel en 1891, est utilisé pour décrire une vaste gamme de composés chimiques dans les
plantes, qui sont responsables des fonctions périphérique indirectement essentielles a la
vie des plantes, telles que la communication intercellulaire, la défense et la régulation des

cycles catalytiques (Bouque, 1997).

Les métabolites secondaires sont présents dans toutes les plantes supérieures et elles
constituent une classe extrémement large de substance naturelle qui intervient de fagon
déterminante dans l'adaptation des plantes a leur environnement. En plus de leurs
implications dans le fonctionnement des végétaux, ces molécules représentent une source
importante de substances intéressantes pour I’Homme tel que les terpénoides, les
composés phénoligues et les flavonoides mais elles sont produites en faible quantité. Leurs
applications concernent des domaines aussi variés tels que les principes actifs

pharmaceutiques, les produits cosmétiques et les additifs alimentaires.

De nos jours, le nombre de nouvelles molécules identifiées parmi ces composés ne cesse

d’augmenter. Selon la voie de biosynthese on peut les diviser en quatre groupes :

e (1) les composés phénoliques (comme les acides phénoliques, les flavonoides [incluant
les tannins], les quinones) ;

e (2) les alcaloides ;

e (3) les terpénoides et stéroides (comme les monoterpenes, les sesquiterpenes, les
diterpenes, les saponines, les limonoides, les cucurbitacines, les cardénolides, les
caroténoides, les phytoecdystéroides) ;

e (4) les glucosides (incluant les glucosinolates et les glucosides cyanogéniques) (Figure n° 01).
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Chacun de ces groupes renferme une trés grande diversité de composés qui possedent une

tres large gamme d'activités en biologie humaine (Calatuyud et al., 2013).

A
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Figure n° 01 -Voies principales de synthese des composés secondaires chez les plantes

supérieures (Schoonhoven et al., 2005).

1.3.1 - Les composés phénoliques

Tous les végétaux contiennent des composés phénoliques mais, comme c’est le

cas pour la plupart des substances naturelles qualifiées de métabolites secondaires, leur

répartition qualitative et quantitative est inégale selon les especes, les organes, les tissus et

les stades physiologiques. Ils correspondent a une trés large gamme de structures

o
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chimiques et sont un bon témoin de I’extraordinaire capacité de biosynthése des plantes

(Figure n° 02), capacité qui permet a I’homme de les utiliser dans des domaines aussi

variés que I’agroalimentaire ou la pharmacologie (Sarni —-Manchado et Cheynier, 2006).
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Figure n° 02 - Biosynthese des principaux groupes de composés phénoliques (Macheix,

1996).

PAL : phénylalanine amonialyase ; TAL : tyrosine amonialyase ;CCR : cinnamylCoA

réductase ; CAD : cinnamyl alcooldéshyrogenase ;CHS : chalconesynthase ; CHI : chalone

flavonone isomérase ; PPO : polyphénoloxydase ; POD : peroxydase ; Lacc :laccase.
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1.3.1.1- Roles des composés phénoliques

Selon Macheix et al. (2005), le r6le des composés phénoliques est maintenant

reconnu dans différents aspects de la vie de la plante et dans ’utilisation que fait ’homme

des vegétaux. lls peuvent en effet intervenir :

>

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

Dans les interactions des plantes avec leur environnement biologique et physique
(relations avec les bactéries, les champignons, les insectes, résistance aux UV), soit
directement dans la nature soit lors de la conservation apres récolte de certains
vegétaux ;

Dans les criteres de qualité (couleur, astringence, amertume, qualité
nutritionnelles...) qui orientent les choix de I’homme dans sa consommation des
organes végétaux (fruits, légumes, tubercules ...) et des produits qui en dérivent
par transformation ;

Dans les variations de certaines caractéristiques des végétaux lors des traitements
technologiques (préparation des jus de fruits, des boissons fermentées ...) pendant
lesquels apparaissent fréquemment des brunissements enzymatiques qui modifient
la qualité du produit fini ;

Dans la protection de I’homme vis-a-vis de certaines maladies en raison de leur
interaction possible avec de nombreuses enzymes et de leurs propriétés

antioxydantes.

1.3.1.2 - Principales structures phénoliques

Plusieurs milliers de composés phénoliques ont ¢été caractérisés jusqu’a

aujourd’hui chez les végétaux. Ils  ont tous en commun la présence d’un ou plusieurs

cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles.

1.3.1.2.1 - Formes les plus simples

Les formes phénoliques les plus simples présentent des structures

chimiques allant du simple phénol en C6 aux flavonoides en C15 et a des molécules
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proches. Ces molécules sont présentes sous forme soluble dans la vacuole. Ce groupe
englobe les acides phénoliques et I’ensemble des flavonoides (Macheix et al., 2005).

1.3.1.2.1.1 - Acides phénoliques

Ils appartiennent a deux groupes, les acides hydroxybenzoiques
(exemple acide gallique, acide vanillique....etc) et les acides hydroxycinnamiques

(exemple acide caféique, acide sinapique...etc.) (Macheix et al., 2005).
1.3.1.2.1.2 - Ensemble des flavonoides

Ce sont des molécules de trés grande importance biologique et
technologique comme les anthocynes, les flavonols (par exemple le kaempférol et la
quercétine dont la répartition est trés large), et les flavanes qui sont a 1’origine des tanins

condenses (Tableau n° 01).

Cet ensemble de composés chimique possede les propriétés et les effets
pharmacologiques dont ils sont capables de moduler I’activité de certaines enzymes et de
modifier le comportement de plusieurs systémes cellulaires, suggérant qu’ils pourraient
exercer une multitude d’activités biologiques, notamment des propriétés antioxydantes,
vasculoprotectrices, antihépatotoxiques, antiallergiques, anti-inflammatoires,

antiulcéreuses et méme antitumorales significatives (Ghedira, 2005).

1.3.1.2.2 - Formes condensées

Ces molécules résultent de la condensation de certaines formes simples de

composés phénoliques et parmi ces composés on cite :

1.3.1.2.2.1 - Tanins

Les tanins peuvent étre considérer comme des formes phénoliques
condensées capables de se lier aux protéines en solution et de les précipiter. Ils sont
responsables de 1’astringence de nombreux fruits et légumes et de leurs produits dériveés.
IIs sont classés selon leur réactivité chimique et leur composition en deux grands groupes :

les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Macheix et al., 2005).
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Tableau n°01 - Structure de base des principaux flavonoides (Mohammedi, 2013).
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1.3.1.2.2.2 - Lignines et subérines

Les lignines et les subérines sont des précurseurs de polymeéres
pariétaux des plantes constituant des facteurs de défense contre les agents pathogenes
(Jarrige et al., 1995).
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Les lignines sont présentes au niveau des vaisseaux conduisant la seve brute et elles sont
responsables de la rigidité des fibres végeétales. Elles résultent de la polymérisation
tridimensionnelle de trois unités phénoliques de base dénommées monolignols.
Ces substances englobent de multiple Propriétés physico-chimiques et applications qui
sont :
> Les lignines constituent une véritable matiére plastique naturelle, qui se dépose
dans la plante par un processus qualifi¢ d’imprégnation ou d’incrustation. A titre
d’image, les lignines et les hémicelluloses sont le ciment dont ’armature est
constituée par les microfibrilles de cellulose.
> les lignines sont des molécules hydrophobes. Cette propriété explique leurs
qualités protectrices contre les bio-agresseurs et le fait que les cellules lignifiees
soient des cellules mortes.
> Les lignines sont trés résistantes & la compression. On les retrouve dans le
sclérenchyme, qui assure la protection, le soutien et la conduction de la séve brute (xylene)
et dans les tissus adultes.
> les lignines sont trés résistantes a la dégradation. La dégradation « naturelle » de la
lignocellulose résiduelle des cultures est généralement longue. Elle dépend surtout de la
sensibilité des lignines aux UV (entre 300 et 400 a 500 nm), et des dégradations
enzymatiques dues a des phénol-oxydases et des laccases que fabriquent certains

champignons lignolytiques.

1.3.2 - Alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques d’origine naturelle contenant un
ou plusieurs atomes d’azote avec un caractére basique de degré plus ou moins fort

(Hess ,2002).

La classification des alcaloides est basée sur deux parametres distincts : la position de
I’atome d’azote au sein de la structure, les différentes fonctions qui en découlent, et la
famille de plantes dont ils sont extraits (90 % des alcaloides sont issus de plantes) (Dunet,
2009).

Ce groupe de métabolites secondaires a un intérét particulier grace a ces propriétés
toxiqgues ou médicamenteuses. Ils comptent parmi les substances végetales
particulierement toxiques : nicotine, morphine, strychnine. Seul le médecin peut

administrer ces alcaloides en tant que principe actif (Hensel, 2008).
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Les alcaloides sont généralement classés en fonction de la nature du cycle qui prédomine
dans la molécule. Cependant malgré leur structure extrémement variée, les alcaloides
proviennent d’un petit nombre de précurseurs simples (Hopkins, 1995). Il existe six
classes d’alcaloides :

> Les tropanes caractéristiques des Solanacées (comme 1’atropine, la scopolamine) et

d’une autre famille végétale a laquelle appartient la plante de coca (comme la cocaine).
> Les indoles qui se caractérisent par la possession d’un noyau indole (comme la
strychnine, la quinine) et sont répulsifs envers de nombreuses espéces d’insectes ;

» Les pyrrolizidines sont des esters d’alcaloides dont la biosynthése a été largement
décrite chez les plantes du genre Senecio (Asteraceae) (comme la sénécionine) ;

» Les quinolizidines, dérivés de la lysine, encore appelés les alcaloides du lupin, car
abondantes chez les plantes du genre Lupinus (Fabaceae) ; certains d’entre eux
agissent souvent comme phago-répulsifs pour divers insectes,

» Les purines (comme la caféine), les dérivés de 1’acide nicotinique, de 1’acide

anthranilique, des polyacétates et des terpenes (Calatayud et al., 2013).

Ce groupe de métabolites secondaires est caractérisé par les propriétés physico-chimiques
suivantes :
v’ Les alcaloides sont des composés de masse moléculaires variant de 100 a environ
900. Leur saveur est amere.
v’ Les alcaloides nonoxygénés et de faible masse moléculaire sont des liquides
entrainables a la vapeur d’eau.
v" Certains dérivés sont acides comme 1’acide picrique ;
De multiples réactifs peuvent de plus étre utilisés pour mettre en évidence spécifiguement

un groupe d’alcaloides particulier.

1.3.3 - Terpenoides et stéroides

Les terpenes constituent un groupe important des produits naturels, comprenant

environ 30000 composés (Breitmaier, 2006).

IIs sont décrits comme des composés qui sont essentiellement des constituants d'une huile
essentielle et qui contiennent des atomes de carbone et d'hydrogéne avec ou sans oxygene.
IIs ont recu un intérét considérable pour I'administration dermique et transdermique de

médicaments ayant un large éventail de propriétés physico-chimiques (Pandit et al.,
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2015). Les terpénoides se classent en fonction du nombre d’unités d’isopréne qui les

constituent. On peut distinguer deux principaux groupes qui sont :

1.3.3.1 - Monoterpénes

Les monoterpénes sont les plus simples constituants des terpénes dont la
majorité est rencontrée dans les huiles essentielles (90%).17 lls comportent deux unités
isoprene (CsHg), selon le mode de couplage « téte-queue ». lls peuvent étre acycliques,
monocycliques ou bicycliques (Figure n° 03). A ces terpenes se rattachent un certain

nombre de produits naturels a fonctions chimiques spéciales.
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Figure n° 03 - Exemples de quelques monoterpénes

1.3.3.2 - Sesquiterpénes

Ce sont des dérivés d’hydrocarbures en CisHy, (assemblage de trois unités
isoprenes). Il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpenes qui se divisent en plusieurs
catégories  structurelles, acycliques, monocycliques, bicycliques, tricycliques,
polycycliques (Figure n°® 04). lls se trouvent sous forme d’hydrocarbures ou sous forme

d’hydrocarbures oxygénés comme les alcools, les cétones, les aldéhydes, les acides et les

lactones dans la nature.

Un certain nombre d’espeéces végétales produisent des ecdysones ou des dérivés tres

ressemblants appelés phytoecdystéroides.
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Figure n° 04 - Exemples de quelques sesquiterpenes

1.3.4 - Glucosides

Les glucosides sont des molécules constituées d’une fonction glucidique
associée a divers autres types de molécules. Beaucoup de plantes stockent ces glucosides
sous une forme inactive. Ces molécules sont constituées de 2 parties distinctes : le
glycone, qui correspond au groupement glucidique (constitué d’une ou plusieurs fonctions
glucidiques), et I’aglycone, qui est la partie non glucidique de la molécule. Les glucosides
peuvent étre classés selon la fonction chimique de la partie aglycone (Calatayud et al.,

2013). On peut citer principalement les composés suivants :

> Les glucosinolates : qui se caractérisent par la présence d’atomes de soufre et
d’azote. Ils peuvent étre cycliques (comme la sinigrine) ou aromatiques (comme la
sinalbine). Ils sont surtout présents chez les Cruciferes. Lors du catabolisme
cellulaire ou d’une destruction des tissus par un insecte phytophage, ils libérent des
isothiocyanates (huiles de moutarde), des nitriles et d’autres composés.

> Les glucosides cyanogéniques : qui sont issus de la synthése de cyanures qui sont
extrémement toxiques et sont stockés dans la plante via une glycosylation, ¢’est-a-
dire grace a ’ajout d’une fonction glucidique. La destruction des tissus lors de la
prise de nourriture d’un insecte phytophage entraine 1’hydrolyse de ces composés,
libérant ainsi un compos¢ trés toxique, I’acide cyanhydrique (HCN). De ce fait, ces
composés constituent un excellent systeme de deéfense des plantes contre les
insectes herbivores.

» Les cardénolides : qui sont des molécules ou la partie aglycone est constituée
d’une fonction stéroidique. Ce sont des inhibiteurs de la pompe Na+/K+-ATPase
qui sont présents dans beaucoup de plantes de la famille des Apocynacées
(Malcolm, 1991).

E



CHAPITRE 1l

APERCU BIBLIOGRAPHIQUE SUR LES
PLANTES MEDICINALES ETUDIEES



Chapitre 11 Apercu bibliographique sur les plantes étudiées

L’ Algérie, est I’'un des pays méditerranéens qui a une longue tradition médicinale et
un savoir-faire traditionnel a base des plantes médicinales, vue sa situation géographique,
il possede une végétation riche et variée dans laquelle il existe de nombreuses plantes
médicinales et aromatiques qui suscitent de grands intéréts ces dernieres années. Ce

chapitre présente une étude bibliographique des trois plantes étudiées.
2.1. Marrubium vulgare L.
2.1.1 - Description botanique

Plante herbacée pérenne, croissant par touffes, dotée de tige anguleuses qui
porte les feuilles opposées, blanches et tomenteuses. Les inflorescences sont en glomérules
verticillées. Les bractées sont linéaires aigues. Les fleurs sont blanches. Les fruits sont des
tétrakénes (Volak et Stoloda, 1983).

2.1.2 - Position systematique

Selon Judd et al.(2002) la position systématique de 1’espéce Marrubium

vulgare est comme ci-dessous :

Reégne Végétale
Embranchement Angiosperme.

Classe Eudicotylédones.
Sous-classe Gamopetale.

Ordre Lamiales.

Famille Lamiacées

Genre Marrubium.

Espeéce Marrubium vulgare L.

Marrube est composé de deux mots hébreux: mar et rob, suc amer.

2.1.3 - Utilisation en médecine traditionnelle

Cette plante est utilisée comme infusion pour traiter contre les catarrhes des
voies respiratoires supérieures, la toux, le rhume, I’asthme. Cette infusion expectorante et
calmante stimule I’appétit, la sécrétion des sucs gastriques et tous les processus digestifs.

Elle stimule également 1’activité hépatique et la sécrétion biliaire. Elle est efficace pour
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régulariser le rythme cardiaque et soulage les régles douloureuses. Elle est ausssi

employée pour traiter les plaies infectées (Volak et Stoloda, 1983).

2.2 - Peganum harmala L.

C’est une plante qui se développe sur les décombres, les bords des chemins et les

parcours steppiques dégradés (Zeguerrou et al., 2013).

2.2.1- Position systématique

Selon Ozenda (1991), la classification de cette espece est comme ci-dessous:

Régne Plantes
Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones

Sous classe Rosidae

Ordre Sapindales

Famille zygophyllacées
Genre Peganum

Espece Peganum harmala L.

2.2.2 - Description botanique

C’est une plante herbacée vivace grace a ces racines vigoureuses. Les feuilles
sont alternes et fortement diviseées. Les fleurs sont de couleur jaunéatre. Le fruit est une

capsule globuleuse renfermant des graines brunatres (Zeguerrou et al., 2010).
2.2.3 - Utilisation en médecine traditionnelle

La médecine populaire de la région méditerranéenne 1’employait lors de

troubles gastriques, comme analgésique et antispasmodique (Hensel, 2008).

Peganum harmala L. Harmel a été utilisé pour traiter le Rhumatisme, douleurs dentaires,

vermifuge, anxiété, douleurs des regles, hémorroides (Madani, 2015)
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2.3 - Eucalyptus obliqua Hert.

L’eucalyptus est un arbre originaire d’Australie, sa production commerciale a
commencé en 1860 dans 1’état de Victoria. Il fut introduit en Europe a la fin du 18° siécle
(Moussaoui, 2014). Un grand nombre d'especes d'eucalyptus ont été introduites en
Algérie, notamment par Cordier de 1864 a 1876 (Trabut, 1914).

Les Eucalyptus sont de grands arbres dont certaines espéces peuvent atteindre 100 métres
de hauteur. lls ont été rapidement plantés dans les régions subtropicales de I'Asie et du

bassin méditerranéen.

2.3.1- Position systématique

Selon Guignard (1983), la position systématique de 1’eucalyptus est comme ci-

dessous :

Reégne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida - Dicotylédones
Sous —classe : Rosidae

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae
Genre : Eucalyptus

Espéce : Eucalyptus obliqua Hert.

2.3.2 - Description botanique

La plupart des Eucalyptus ont des feuilles persistantes. Comme les autres
membres de la famille des myrtacées, les feuilles d'Eucalyptus sont couvertes de glandes a

huile. L'abondante production d'huile est une caractéristique importante de ce genre.

Les feuilles, bleutées, ont une curieuse caractéristique: sur les jeunes arbres, elles sont

opposées, sessiles, ovales et glauques, et quand l'arbre grandit, elles deviennent alternes,
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pétiolées, tres allongées, parfois un peu courbées comme des lames de faux, et d'un vert

luisant.

Les fleurs forment une petite boite s’ouvrant par un couvercle : les étamines sont
enfermées dans un étui fermé par un opercule (d'ou le nom d'Eucalyptus du grec eu = bien
et kaluptos = couvert) formé par la fusion des pétales et/ou des sépales (Daroui-
Mokaddem, 2012).

Les fleurs sont tres variées. Elles ont de trés nombreuses étamines qui peuvent étre de
couleur blanche, créeme, jaune, rose ou rouge. Les fruits a maturité ont la forme d'un céne,

ils sont secs, et de couleur brune.

2.3.3 - Utilisation en médecine traditionnelle

La médecine des aborigénes (habitants originaux pour ne pas oublier) utilise
I’eucalyptus comme fébrifuge (fievre) et anti-inflammatoire. Cet arbre étant arrivé en
Europe seulement au X1X® siécle, la tradition populaire n’y a pas eu recours. Son huile est
antispasmodique et antibactérienne ; elle sert en usage externe et interne en cas de

refroidissements, d’asthme et de rhumatismes (Hensel, 2008).
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L’aromathérapie constitue parfois une alternative aux traitements proposes en
médecine conventionnelle. Elle est de plus en plus utilisée car il y a une prise de
conscience des individus. Ils souhaitent limiter 1’'usage des medicaments et avoir recours
« au naturel ». De ce fait, les chercheurs ont donné une importance a I’étude des activités
des plantes médicinales et de leurs extraits et donc, tenter de plus en plus de sélectionner
les plantes en fonction de leur activité biologique, ensuite se préoccuper de garantir a
I’utilisateur une source permanente et suffisante de principes actifs, sans détruire les gites
naturels productifs. Dans ce chapitre, on va récapituler les principales activités

biologiques des plantes médicinales.
3.1 - Activité antioxydante

Le métabolisme normal de I'organisme (Respiration, Alimentation) mais aussi le
stress et la pollution générent & chaque instant dans l'organisme des molécules qu'on
appelle especes réactives de lI'oxygene (ERO). Ces ERO peuvent étre des radicaux libres
ou donner naissance a des radicaux libres par interaction avec des molécules biologiques
(Protéines, ADN, Lipides). Les ERO et les radicaux libres sont des intermédiaires
indispensables a I'organisme ou ils sont impliqués dans des processus physiologiques a des
faibles quantités. Cependant, I’exces de la production des ERO peut devenir toxique pour
les composants majeurs de la cellule, les lipides, les protéines et les acides nucléiques, et
donne lieu au stress oxydatif qui sera impliqué dans diverses pathologies a savoir les
maladies neuro-dégénératives (Alzheimer, Parkinson), le diabéte, les cancers, les maladies
inflammatoires, le vieillissement. (Djahra, 2014).

Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydantes pour éliminer ou minimiser
le dommage oxydatif. En 2004, Vansant a défini les antioxydants comme substances
capables de neutraliser ou de réduire les dommages causés par les radicaux libres dans
I’organisme et permettent de maintenir au niveau de la cellule des concentrations non

cytotoxiques de ERO.

Selon le type, les antioxydants peuvent agir en réduisant ou en dismutant les ERO, en les
piégeant pour former un compose stable, en séquestrant les métaux de transition libres ou
en générant des molécules biologiques antioxydantes d'importance. Sous certaines

conditions, ces systémes antioxydants ne peuvent pas fonctionner efficacement.
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Cependant, la dysfonction antioxydante qui en résulte peut étre manipulée par la

supplémentation en antioxydants exogenes alimentaires, soit naturels ou de synthése.

L’utilisation de ces derniers est restreinte en raison des effets indésirables sur la santé
humaine. En effet, [I’utilisation des antioxydants synthétiques tels que
I’hydroxytoluénebutilé (BHT), ainsi que 1’hydroxyanisolebutilé (BHA) est suspectée a

long terme d’effets mutageénes et cancérigeénes.

Ces derni¢res années, I’intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques a accru considérablement. Les antioxydants les plus connus sont
le B-caroténe (provitamine A), I’acide ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E)
ainsi que les composés phénoliques (Mohammedi, 2011). Les antioxydants d’origines
naturelles sont présents dans toutes les parties des plantes supérieures et sont en générales
des composés phénoliques.

Ils agissent par la désactivation des radicaux par création d’addition covalente, la
réduction des métaux ou de peroxydes, la complexation d’ions et de métaux de transition
et le captage de I’oxygene singulet.

Plusieurs recherches épidémiologiques ont prouvé qu’il y a un rapport inverse entre la
prise d’aliments riches en polyphénols (Fruits et Légumes) et le risque des maladies reliées

a I’age comme les maladies neuro-dégénératives (Hu, 2003, Bubonja-Sonje et al., 2011).

3.2 - Activité antifongique

Au cours des vingt derniéres années, une forte progression de maladies fongiques,
qui touchent un éventail d’hotes tres large a été constatée. Ces maladies sont causées par
un nombre étonnamment ¢élevé d’especes fongiques (Bitar et al., 2013). Elles provoquent

des dégats importants sur I’homme ainsi que sur des espéces végetales (Dorrance et al.,
2004).

Les extraits de plusieurs plantes ont des propriétés antifongiques et sont fréqguemment
utilises pour traiter diverses affections fongiques. La multi résistance fongique pose de
grands problemes au niveau de la protection des plantes. En effet, il ne reste que peu de
produits antifongiques efficaces contre certains agents multi résistants. Les scientifiques
sont donc a la recherche de nouveaux produits d’origine naturelle, présentant moins de
danger pour la santé, palliant aux effets secondaires des fongicides tels les métabolites

secondaires des plantes médicinales et présentant une activité antimicrobienne.
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3.2.1- Genre Fusarium

Ces dernieres années, l'apparition de maladies causées par des champignons
pathogénes du genre Fusarium avait augmenté. Leur effet nocif se présente dans la
réduction de la germination, de la détérioration de la qualité et de la quantité du rendement
qui peut diminuer jusqu'a 70%, ainsi que la production des mycotoxines qui peuvent
constituer une grande menace (Haidukowski et al., 2005 ; Kotowicz et al., 2014 ;
Covarelli et al , 2014 ). Windels (2000) et Osman et al. (2015) ont déclaré I'impact
économique des pertes dues au Fusarium spp., qui sont de grande importance dans le

monde entier.

La culture du blé est souvent affectée par le complexe fongique pourriture racinaire et
fusariose de I'épi. Cette maladie d'importance mondiale, est provoquée par plusieurs
espéces pathogenes appartenant principalement au genre Fusarium touchant 1’épi, le collet
ainsi que les racines et la tige (Alconada Magliano et al., 2013 ; Moya-Elizondo, 2013 ;
Kotowicz et al., 2014).

3.2.1.1 - Taxonomie

Le genre anamorphe Fusarium appartient au groupe artificiel des «
Deutéromycetes ». La plupart des espéces téléomorphes associées avec le genre Fusarium
sont membres des Hypocreales (Sordariomycetes, Ascomycota) et sont pour la plupart
rattachées au genre Gibberella. (Grafenhan et al., 2011 ; Moretti 2009).

Selon Kotowicz et al. (2014), le genre Fusarium contient 70 espéces cosmopolites, qui

peuvent étres rencontrées dans différentes régions du monde.

3.2.1.2 - Symptomatologie

Sur tige, racines et collet : Les symptébmes de la maladie sur le collet
consistent en un brunissement de la partie supérieure des racines, de la base de la tige et
des lésions nécrotiques du collet (Figure n° 05) (Agrios, 2005 ; Hysing et Wiik, 2014).
Sur les plants plus anciens, ’infection par Fusarium peut générer un véritable pourridié ; la
base de la tige devient brune et pourrie, ce qui entraine une verse et la formation d’épis

argentés.

Sur feuilles : les symptémes sur feuilles sont rares, ils se présentent principalement

par un jaunissement accompagné soit de petites taches blanches, claires au centre avec une
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bordure brune, ou des taches plus larges, ovales, verdatres a brunatres, assez humides sur
lesquelles se produit une abondante sporulation. En cas d’attaque grave, les taches se
rejoignent induisant la déchirure de la feuille dans le sens de la longueur (Caron, 2000 ;
Clavel, 2006).

Sur épi et grain : la fusariose cause un échaudage, un blanchissement prématuré, un
rabougrissement, et une coloration rosatre des épillets. Les infections plus tardives peuvent
provoquer I’infection des grains, sans blanchiment notoire des épis. Les grains de blé affectés sont
petits, légers, froisses, et parfois couvert de rose ou de blanc et ont un pouvoir germinatif réduit
(Kotowicz et al., 2014) (Figure n° 05) .

La phase de blanchiment des épis peut provoquer une perte de rendement, mais la

principale préoccupation est la production potentielle de mycotoxines dans les grains.

Figure n° 05 - Symptomes de la pourriture racinaire et de la fusariose de 1’épi chez le blé.
A : Symptébmes de la fusariose en plein champs, B : Symptomes de la fusariose sur épi, C :
brunissement de la base de la tige (Wolf et al., 2011). D : Grains froissés et couverts de
coloration rose (Jellis et al., 2010).
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3.2.1.3 - Cycle de développement de I’agent pathogéene

Les agents pathogénes peuvent se conserver au niveau de la semence ou dans
le sol ou/ et sur les débris végétaux, sous forme de conidies ou de chlamydospores ou
sous forme de mycélium. Pendant I’hiver 1’agent pathogéne subit une période de dormance

sur les residus infectés (Figure n° 06).

Au printemps, I'infection débute sur le systéme racinaire et le collet de la plante a
n’importe quel stade de leur développement. Les zones de pénétration les plus sensibles
semblent étre les parties les plus différenciées des racines. L’invasion se fait entre et a
I’intérieur des cellules, et I’invasion horizontale semble étre moins rapide que 1’invasion
verticale. On trouve cet agent pathogéne au niveau des cellules corticales mais il peut se
géneraliser au cylindre central lorsque 1’attaque est sévére. La maladie est favorisée par les
sols secs et les températures élevées. Le contact racinaire entre plants assure la

propagation de la maladie.
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Figure n° 06 - Cycle biologique de Fusarium sur céréales (D’apres Jellis et al., 2010 ).
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3.2.1.4 - Moyens de lutte

Les moyens de lutte ont pour but de réduire le réservoir d'inoculum, de
freiner la dispersion des propagules et de prévenir l'infection de I'épi. Ainsi, plusieurs

moyens de lutte peuvent étre envisagés (Kammoun-Gargouri, 2010).
3.2.1.4.1- Lutte culturale
Cette lutte comprend plusieurs méthodes telles que :

» Le labour profond qui est conseillé pour la diminution du développement de la
maladie (Guo et al., 2010).

» L’utilisation de semences saines certifiées (Scherm et al., 2013)

» Le semis précoce, pour que la céréale atteint le stade épiaison avant que
I’inoculum du Fusarium ne soit prét (Pageau et Filion, 2012).

» L’élimination des résidus de cultures contaminées par incinération ou
enfouissement profond (Dill Macky et al., 2000 ; Paulitz et al., 2010).

» La réalisation des rotations d’au moins deux ans en dehors des céréales (surtout le
mais) (Gilbert et Tekauz, 2000).

» Eviter I’irrigation lors de la floraison, car I’humidité a ce stade aggrave la maladie

(Kotowicz et al., 2014).
3.2.1.4.2- Lutte chimique

L'utilisation des fongicides pour la lutte contre les fusarioses est d’une
efficacité variable (Millenborn et al., 2008). Parmi les raisons des effets variables des
fongicides sur cette maladie sont probablement la résistance des cultivars, I'efficacité du
fongicide, le temps et la fréquence des applications, la variabilité naturelle de I'agressivité
des pathogénes et leur épidémiologie différente (Mesterhazy et al., 2003). L'application
au stade floraison semble étre le meilleur moment pour la réduction des risques d'infection

par les fusarioses (Chala et al., 2003).

Divers groupes de fongicides sont utilisés pour le traitement des céréales contre les
Fusarium, tels que, les imidazols, les benzimidazoles, les triazoles (propiconazole,
prothioconazole, tebuconazole et metconazole), les morpholines ou les stribulirines
(Mateo et al., 2011).
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3.2.1.4.3- Lutte genétique

L’amélioration de la résistance génétique de 1’hote est considérée comme
essentielle a la réalisation d’une lutte fiable (Anderson, 2007 ; Bonin et Kolb, 2009).
Ceci est considéré en tant que la stratégie la plus importante, car 1’hdte peut exprimer une
défense trés forte par les déterminants génétiques de la résistance contre la maladie. En
identifiant les sources de résistance génétique, les chercheurs tentent de transférer cette
résistance aux variétés cultivées (Gilbert et Haber, 2013 ; Osman et al., 2015).

3.2.1.4.4- Lutte biologique

La gestion des maladies fongiques par les agents de lutte biologique ou les
biopesticides a été fréguemment utilisée comme méthode de contrdle. Un grand nombre
d’espéces avait été déja identifiées comme antagonistes des espéces de Fusarium. Les
bactéries prédominent parmi de tels antagonistes, mais des champignons et des levures ont

été également identifiés (Cawoy et al., 2011; Nourozian et al., 2006).

Beaucoup d'especes bactériennes appartenant aux genres : Bacillus, Streptomyces,
Rhizobium, Pseudomonas et Clonostachys ont été rapportées comme antagonistes (Cawoy
et al., 2011; Nourozian et al., 2006; Crane et al., 2013; Cawoy et al., 2011; Jung et al.,
2013; Xue et al., 2014) ).

Concernant les champignons antagonistes, les espéces du genre Trichoderma sont parmi
les champignons les plus efficaces comme agent de lutte biologique a I’égard de beaucoup
d'especes fusariennes pathogénes (Palazzini et al.,, 2007). Les espéces des genres
Alternaria, Botrytis, Phoma, Gliocladium et Penicillium sont aussi utilisées (Scherm et
al., 2013).

Comparées aux champignons et aux bactéries, il y a peu de levures qui ont été identifiées
comme agents de lutte biologique contre les espéces du genre Fusarium. On peut citer les
genres Rhodotorula, Sporobolomyces et cryptococcus qui ont montré une réduction de la
sévérité de la maladie jusqu’a 50-60% (Khan et al., 2004).

3.2.1.4.5- Lutte intégreée

I1 est reconnu que 1’utilisation d’une seule stratégie de lutte a part n’est plus
efficace contre la fusariose. La combinaison de diverses méthodes telles que : 1’utilisation

de divers variétés, I’évaluation et la prévention des risques de la maladie, les pratiques
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culturales, I'application de fongicides, y compris le type du labour et de la rotation, aide
pour lutter contre la maladie (Gilbert et al., 2013). Ainsi, beaucoup d’études ont conclu
que les agents de lutte biologique (BCA) peuvent étre utilisés efficacement dans un
programme de gestion intégrée pour réduire, plutdt que remplacer complétement, la charge
chimique des fongicides sur I'environnement (Palazzini et al., 2007 ; Zhang et al., 2007;
Xue et al., 2009).

Ce qui est aussi d’importance majeure pour l'intervention et la lutte contre les fusarioses
c’est la compréhension des détails du cycle du pathogene et comment il produit et exploite
ses mycotoxines provoquant ainsi les dégats les plus graves sur le blé (Gilbert et Haber,
2013). Dans les derniéres années, la stricte réglementation des pesticides et I'évolution des
tendances de consommation la demande pour la recherche de méthodes de contrdle sans

pesticides.

Certains extraits de plantes et d'algues ont également été explorés pour leurs capacités
pour supprimer la pourriture séche fusarienne. Par exemple, Datura metal et Inula spp. les
extraits de feuilles et de fleurs se sont révélés efficaces pour réduire la croissance
mycélienne de Fusarium (Ammar et al., 2017). Les extraits aqueux de fleurs et
methanolique de feuilles de Nicotiana glauca a supprimé la croissance mycélienne des

agents pathogeénes d'ici 24,40 et 21,04%, respectivement (Rinez et al., 2013).

3.3 - Activité antibactérienne

La maitrise des infections bactériennes devient complexe du fait que de
nombreuses bactéries ont développé une résistance a la plupart des antibiotiques ce qui a
constitué un probléme de santé important a 1’échelle mondiale. Suite a cette préoccupation
concernant les effets indésirables des molécules synthetiques destinées a la lutte contre les
infections bactériennes, il semble donc important de trouver une alternative a 1’utilisation

des antibiotiques classiques.

Les remeédes a base de plantes constituent une alternative dans les systémes de soins
primaires et donc, une voie prometteuse pour le développement des médicaments
traditionnellement améliorés (Djahra, 2014). L'étude de l'activité antibactérienne des

extraits des plantes médicinales a fait I'objet de plusieurs travaux, il a été constaté que
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cette activité n'est pas attribuée a un mécanisme unique mais a différents sites d’action au

niveau cellulaire ceci est d0 a leur composition.

Les souches bactériennes peuvent attaquer le corps humain, les plantes et mémes les

animaux. Parmi les souches qui peuvent présenter un risque pour I’homme on peut citer :
» Pseudomonas aeruginosa

C’est un pathogéne humain opportuniste de plus en plus répandu. La bactérie est a Gram
négatif et la plus courante dans les infections nosocomiales. P. aeruginosa est responsable
de 16% des cas de pneumonie nosocomiale (Wiblin, 1997), 12% des infections urinaires
nosocomiales (Pollack, 1995), 8% des infections des plaies chirurgicales (Wenzel, 1997)
et 10% des infections du sang (Gordon et al., 1998).

» Micrococus luteus

Les bactéries du genre Micrococcus sont des cocci Gram positive et des membres de la
famille des Micrococcacées. Ce sont des habitants normaux de la peau humaine (Kloos et
al., 1974) et n'ont été que tres rarement impliqués comme pathogénes chez I'homme. Les
maladies infectieuses attribuées a ces organismes comprenaient l'arthrite septique
(Wharton et al., 1986), la méningite (Fosse et al., 1985) et endocardite. La plupart des
rapports antérieurs d'endocardite infectieuse due aux microcoques ne fournissent pas
suffisamment de données microbiologiques pour identifier sans ambiguité le pathogéne

étiologique comme Micrococcus spp. selon la taxonomie actuelle.
> Bacillus subtilis

C'est une bactérie a Gram positive. 1l s'agit en fait d'une espéce aérobie facultative qui
croit en utilisant du nitrate ou du nitrite comme accepteur d'électrons, ou par fermentation.
Elle peut donc survivre a des changements de niveaux d'oxygene dans son environnement
(Michiko et al., 1998). Elle n'est pas considérée comme pathogéne pour I'homme, mais
elle peut contaminer des aliments et peut exceptionnellement provoquer une intoxication

alimentaire.

Les bactéries phytopathogénes peuvent causer des dégats pour les cultures et une
baisse des rendements du point de vue quantitative et qualitative. Parmi lesquelles on peut

citer :
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» Erwinia amylovora

Cet agent pathogene responsable de la maladie du feu bactérien de nombreuses plantes
rosacées, est classée parmi les pathogenes bactériens les plus destructeurs des plantes
(Mansfield et al.,, 2012). Cet organisme de quarantaine, inscrit sur la liste A2 de
I'Organisation européenne et meéditerranéenne pour la protection des plantes (OEPP),
appartient aux entérobactéries qui comprennent les bactéries aéro-anaérobies facultatives a
Gram négatif, mobiles (OEPP, 2013).

E. amylovora pénétre dans les hétes principalement par les nectarthodes des fleurs et
établit des infections systémiques (Norelli et al., 2003). L'agent pathogene se déplace dans
les espaces intercellulaires du parenchyme, puis le long des vaisseaux du xyleme, et
provoque la nécrose (Dellagi et al., 1998; Piqué et al., 2015). Les symptomes
comprennent le dépérissement et la brilure des inflorescences, des pousses, des feuilles,
des fruits, des troncs ainsi que la production d'exsudat bactérien (Van der Zwet et Beer
1995). Des symptdmes s'apparentant a ceux du feu bactérien ont été observés dans
plusieurs vergers de poiriers de différentes provinces du nord de I'Algérie et la présence
d'E. Amylovora dans ces vergers a été confirmée en 2011 par les services officiels
nationaux de contrble (Le ministere de I'Agriculture et I'Institut national de la protection
des végétaux INPV). Des mesures phytosanitaires ont été introduites pour contréler la

maladie dans ces zones (Laala et al., 2012).

Le traitement des plantes avec des antibiotiques pourrait étre utilisé pour lutter contre le
feu bactérien, mais leur utilisation dans la protection des végétaux au sein de I'Union
européenne n'a été autorisée qu'en cas d'urgence et dans des conditions strictement limitées
(Fried et al., 2013). En Algérie, les antibiotiques sont également interdits. Leur utilisation
est liée a un risque accru de sélection de souches résistantes d'E. Amylovora et d'autres

bactéries vivant dans les vergers et a un impact négatif possible sur I'environnement.

En raison de ces limites, I'intérét de la recherche pour trouver de nouvelles solutions de
lutte contre le feu bactérien a augmenté, y compris l'utilisation d'agents de lutte biologique
bactériens (Mikicinski et al., 2016). D’apreés Tafifet et al. (2020), les souches de
Pseudomonas brassicaceaurum ont démontré leur efficacité pour le traitement préventif

des poiriers, conduisant a une réduction de la nécrose allant jusqu'a 90%.
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> Erwinia carotovora

C’est une bactérie & Gram négatif qui provogue une maladie de la pourriture molle
d'importance économique. Ce pathogene est une maladie répandue et économiquement
importante de pomme de terre, qui provoque la pourriture molle de la tige et des
tubercules avant et aprés la récolte, et réduit considérablement les rendements
(Doolotkeldieva et al., 2016).

De nos jours, E. carotovora est un probleme en Algérie, en raison des conditions
environnementales. Ainsi, la température et la disponibilité de l'eau sont deux des
principaux impacts sur le développement de cette maladie bactérienne (Moh et al., 2012).
La maladie a également un impact négatif sur le potentiel de stockage d'une culture, qui
constitue la principale source d'inoculum primaire dans les cultures de pommes de terre et
un site ou l'agent pathogéne peut rester latent. La maladie est liée au niveau de
contamination des semences par la bactérie dans des conditions favorables (Benada et al.,
2018).

La plantation de tubercules de semence contaminés par Erwinia peut entrainer une
émergence réduite, une réduction du couvert végétal et la pourriture des tubercules au
champ, ce qui peut entrainer des pertes de rendement importantes (Latour et al., 2008).
Les bactéries pénétrent dans les tissus végétaux principalement dans les plaies. Elles se
propagent et se multiplient dans les espaces intercellulaires des tissus subériseés ou
parenchymateux. Les parois cellulaires végétales sont dégradées et les tissus sont macéres
par les enzymes pectolytiques libérées par les bactéries. Les tissus macérés sont humides,
de couleur creme a beige, avec une consistance molle et 1égérement granuleuse (Benada
et al., 2018).
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Les échantillons des plantes ont été prélevés a partir de deux sites. Le marrube blanc
et ’eucalyptus ont été récoltés a partir de la Daira de Lardjem situé¢e a 35° 44’ 58" Nord, 1°
32" 54" Est. Le harmal a été récolté de la Daira de Ain kermes; commune de Sidi
abderrahmane située a 34° 47’ 55" Nord, 1° 7' 49" Est. (https://fr.db-city.com//).

4.1- Localisation géographique des sites de préléevement

Les sites de prélévement du matériel végétal utilis€ au cours de I’expérimentation sont

éparpillés sur deux wilayas qui sont Tissemsilt et Tiaret.

Le premier site correspond a Lardjem qui appartient a la wilaya de Tissemsilt. Cette
wilaya se situe a l'ouest du pays dans la région des hauts plateaux. Elle est délimitée par la
wilaya de Ain Defla au nord, par la wilaya de Relizane et wilaya de Chlef a l'ouest, par la

wilaya de Médéa a I'est et par la wilaya de Tiaret et de Djelfa au sud (Figure n° 07).

Quant au deuxieme site correspond a la commune de Sidi abderrahmane, il fait partie
de la wilaya de Tiaret. Cette wilaya se situe a lI'ouest de I'Algérie, elle est délimitée au nord,
par les wilayas de Tissemsilt et de Relizane ; au sud, par les wilayas de Laghouat et de El
Bayadh ; a l'ouest, par les wilayas de Mascara et de Saida ; a l'est, par la wilaya de Djelfa
(Figure n° 08).

La localisation geéographique des sites de prélevement est présentée dans les deux

cartes ci-dessous :
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Figure n° 07 - Localisation géographique de la zone d’étude (Commune de Lardjem, wilaya

de Tissemsilt).
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Figure n° 08 - Localisation géographique de la zone d’étude (Commune de Sidi
Abderrahmane, wilaya de Tiaret).
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4.2 - Données climatiques de la wilaya de Tissemsilt

4.2.1 -Diagramme Ombrothermique de Bagnouls et Gaussen
IIs ont établi un diagramme qui permet de dégager la durée de la période seche en
s’appuyant sur la comparaison des moyennes mensuelles des températures en °C avec celles
des précipitations en mm ;on admettant que le mois est sec lorsque «P est inférieur ou égal a
2T ».

Le diagramme ombrothermique de la wilaya de Tissemsilt est présenté par la figure 09.
L’histogramme représente les précipitations moyennes mensuelles en mm et en pouce (inch)
et la courbe représente la température moyenne mensuelle en degré Celsius (C°) et en degré
Fahrenheit (F). L’analyse du diagramme montre que Tissemsilt se trouve & 549 m d'altitude.
L'hiver a Tissemsilt se caractérise par des précipitations bien plus importantes qu'en été. Cette
région connait une période pluvieuse qui s’étend de début d’Octobre a la fin de Mai. Les mois

de Juin, Juillet et AoGt sont les mois les plus secs.

“F o Altitude: 548m Climate: Csa “C: 16.6 / *F: 61.9 mm: 436 / inch: 17.2 mm inch
85 35 F 70 2.8
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Figure n° 09 - Diagramme Ombrothermique de Bagnouls et Gaussen de la région de

Tissemsilt. (http : Climate-Data.org).
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4, 2.2 -Quotient pluviothermique d’Emberger

Il a établi un quotient pluviothermique « Q2 » qui est spécifique au climat
méditerranéen. Il est le plus utilisé en Afrique du Nord. Le diagramme correspondant permet
de déterminer la position de chaque station météorologique et de délimiter Iaire

bioclimatique d’une espéce ou d’un groupe végétale. Ce quotient a été formulé de la fagon

suivante :

1000 Pa

Q= (M+m) (M-m)
2

- Q : Quotient pluviométrique

- Pa : la moyenne annuelle des précipitations en mm.

- M : la moyenne aes temperatures maximaies au mois le plus chaud en°K
(°K = °C + 273 °C).

- m : la moyenne des températures minimales du mois le plus froid en °K
(°K = °C + 273 °C).

Sur le climagramme d’Emberger (Figure n° 10), le quotient pluviométrique de la région de
Tissemsilt est équivalent a 62,52. A cet effet, nous remarquons que 1’étage bioclimatique de
cette région appartient au subhumide a hiver frais.
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Figure n° 10 - Climagramme pluviothermique d’Emberger (Q2) de la wilaya de Tissemsilt.
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4.3 - Données climatiques de la wilaya de Tiaret

4.3.1 - Diagramme Ombrothermique de Bagnouls et Gaussen

L’analyse du diagramme (Figure n° 11) montre que Tiaret se trouve & 1008m

daltitude. L'hiver a Tiaret se caractérise par des précipitations bien plus importantes qu'en été.

Cette région connait une période pluvieuse qui s’étend de début d’Octobre au début de Mai.

Les mois de Juin, Juillet et Ao(t demeurent les mois les plus secs.
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Figure n° 11 - Diagramme Ombrothermique de Bagnouls et Gaussen de la région de Tiaret.

(http : Climate-Data.org).

4.3.2 - Quotient pluviothermique d’Emberger

Sur le climagramme d’Emberger (Figure n° 12), le quotient pluviométrique de la

région de Tiaret est équivalent a 35,52. A cet effet, nous remarquons que [’étage

bioclimatique de la région de Tiaret appartient au semi-aride a hiver frais.
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Figure n°® 12 - Climagramme pluviothermique d’Emberger (Q2) de la wilaya de Tiaret.
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Cette étude a été portée sur une etude physicochimique et phytochimique de trois
plantes médicinales (Marrubium vulgare L., Peganum harmala L. et Eucalyptus obliqua
Hert.) et de tester leurs activités. Pour cela, cette partie expérimentale a été réalisée au sein

des laboratoires suivants :

» Laboratoire de biochimie. Faculté SNV. université Ibn Khaldoun.Tiaret

> Laboratoire de recherche « Agrobiotechnologie et nutrition en zone semi-aride ».
Faculté SNV. Université Ibn Khaldoun.Tiaret. Algérie.

» Laboratoire d’Hygienes et pathologie animale. ITMA. Université Ibn
Khaldoun.Tiaret. Algérie

> Laboratoire de reproduction des animaux de la ferme. ITMA. Université lbn
Khaldoun.Tiaret. Algérie.

» Laboratoire de Microbiologie. Faculté SNV. Université Ibn Khaldoun. Tiaret. Algérie

> Laboratoire de protection des végétaux. SNV. Université Ibn Khaldoun. Tiaret.
Algérie.

> Laboratoire de plantes médicinales et aromatiques. Université de Kilis7 Aralik.
Kilis.Turquie.

» Laboratoire de chromathographie. Université de Kilis7 Aralik. Kilis. Turquie.

5.1- Matériel végétal

Le choix des trois plantes médicinales s’est porté sur Marrubium vulgare L.,Peganum
harmala L. et Eucalyptus obliqua Hert. (Figure n° 13). Ces plantes ont été privilégiées pour
leurs intéréts médicinaux et leur disponibilité dans la région centre-ouest de 1’Algérie.
L’identification botanique de ces especes végétales a été réalisée par Mr. AIT HAMMOU

(Enseignant au niveau de la faculté de SNV. Université Ibn Khaldoun. Tiaret).

5.1.1- Préparation du matériel végétal
La partie aérienne de ces trois plantes a été récoltée, séchée a I’air libre et broyée a
I’aide d’un broyeur électrique. La poudre obtenue a €té tamisée et conservée dans des bocaux
en verre fermés hermétiquement, a température ambiante et a I’abri de 1'humidité et de la
lumiere. Afin de décrire le profil physicochimique, biochimique et phytochimique de ces

plantes, de multiples analyses ont été réalisées.

@
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Figure n° 13 - Matériel végétal ; a: Marrubium vulgre L. ; b: Peganum harmala L. ;
c: Eucalyptus obliqua Hert. (Moulay, 2016).

5.2 - Analyses physicochimiques et biochimiques

Ces analyses ont été portées sur la mesure des parametres suivants : pH, teneur en eau,
conductivité électrique, taux de solides solubles, taux des sucres totaux, taux de lipide, taux de

fibres totales, taux de cendre et taux de proteines.
5.2.1 - Détermination du pH

La mesure a été réalisée en plongeant 1’¢lectrode du pH metre dans la solution de

chaque plante (Sahpaz et al., 2012).
5.2.2 - Détermination de la teneur en eau
La teneur en eau est mesurée en déterminant la perte de poids de I’échantillon

(5g) aprés son séchage a 105° pour 4 heures. La teneur en eau est calculée par la formule
établie par Kurbatova et al.(2013) :
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TE = [P1-P2/Po] x 100

TE: Teneur en eau (%) ;
Po : Poids de la prise d’essai (Q);
P1 : Poids du creuset plus échantillon avant étuvage (Q) ;

P, : Poids du creuset plus échantillon apres étuvage (g).

5.2.3 - Détermination de la conductivité électrique

L’¢électrode de conductimetre a été plongée dans une solution a 20 % de matiere

seche (Nawwar et al., 1989).
5.2.4 - Détermination du taux des solides solubles

Le taux de solides solubles (TSS) exprimé en degré Brix est déterminé a 1’aide d’un

réfractométre (Kurbatova et al., 2013).
5.2.5 -Détermination de la teneur en sucres totaux

Dans un tube a essai, 1ml de phénol (5%) et 5 ml d’acide sulfurique concentré (96%)
ont été ajouté a 1ml de la solution a analyser. Apres 10 minutes, le mélange a été placé dans
un bain marie pendant 20 minutes a 25-30°C. La lecture de 1’absorbance a été faite a 490 nm
et la concentration en sucres totaux a été¢ déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage le
glucose (Dubois ,1956). La quantité des sucres totaux est déterminée a partir de la courbe

d’étalonnage par la formule suivante (AOAC, 2012):
ST = [(X.V.D)/P].100
Dont :

ST : Taux de sucres totaux (%);

X : Quantité de sucres calculée a partir de la courbe d’étalonnage (mg/ml).
D : Facteur de dilution ;

V : Volume de la solution analysée (ml);

P : Poids de la prise d’essai (g).

M
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5.2.6 - Détermination de la teneur en lipides

Une quantité de 10g de I'échantillon a été pesee et versée dans une cartouche qui a
¢té fermée par un morceau de coton et placée dans 1’extracteur « Soxhlet » ou le solvant
utilisé est I’hexane. Apres 6 heures d’extraction, la totalité du solvant a été récupéré par un
rotavapeur (AOAC , 2000) et le résidu a éte placé dans une étuve a 105°C afin d’éliminer les
traces du solvant. Selon Amellal (2008), le taux des lipides est calculé par la formule

suivante:
TL = [P2-P1/Pg] x100
Dont : TL : Taux de lipides (%) ;

Po : Poids de la prise d’essai (g);
P; : Poids du ballon vide (g) ;
P, : Poids du ballon + matiére grasse (g).

5. 2.7 - Détermination du taux de fibres totales
Les fibres sont déterminées par la méthode de Weende (1967) citée par Amellal
(2008) qui consiste en une double hydrolyse acide par sulfurique (1,25%) suivie par une
hydrolyse alcaline ou basique par 150 ml de KOH (1,25%) de 1g de I’échantillon. Par la suite,
le résidu a été séché par étuvage a 105°C jusqu’a I’obtention d’un poids constant. Apres
étuvage, Le résidu a été calciné dans un four a moufle pendant 3 heures a 550°C puis repesé
apres refroidissement dans un dessiccateur (Kurbatova et al., 2013). La teneur en fibres est

calculée selon la formule suivante :

FB = [Pl-lepo] x 100
Dont: FB : Fibre brute (%) ;

Po: Prise d'essai (Q) ;
P1: Poids du creuset apres étuvage (g) ;

P,: Poids du creuset apres incinération (g).

5.2.8 - Détermination du taux de cendres
Une quantité de 10 g de notre échantillon a été mise dans des creusets et incinerés
dans un four a moufle a haute température (600°C) pendant cinq heures jusqu’a I’obtention de

cendres blanchatres a poids constant (Sadasivam et al., 1996). Le taux de cendres est calculé
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par la différence de poids avant et apres incinération par la formule établie par Kurbatova
(2013):
TC= [Pz-P;L/Po] x 100

TC : Taux de cendre (%) ;
Po: Poids de la prise d’essai (g);
P1 : Poids des creusets vide (g) ;

P, : Poids des échantillons apres incinération (g).

5.2.9 - Détermination du taux de protéines

Le dosage des protéines est effectué selon la technique de Bradford (1976) qui
repose sur le principe qu’une solution d’acide de bleu de Coomassie est absorbée en

maximum a 595 nm, lorsqu’elle fixe des protéines. Cette technique est rapide et reproductible.

Un volume de 5ml du réactif du Bradford (dilue 5 fois) selon le rapport a été ajouté a un
volume de 1 ml des différents extraits de chaque plante étudiée. Le mélange a été incubé a
I’obscurité pendant 15 minutes. La lecture de ’absorbance a été faite a 595 nm en utilisant un
spectrophotomeétre UV. Les teneurs en protéines sont exprimées en mg/g de matiere végétale

séche en se référant a la courbe d’étalonnage établie par le sérum albumine bovine(BSA).
5.3- Etude phytochimique

La révélation des divers métabolites secondaires présents au niveau des plantes étudiées, a

été réalisée en préparant des extraits par la méthode citée ci-dessous.
5.3.1 - Préparation des extraits

Les extraits hydroalcoliques ont été préparés par macération de 5g de poudre avec
100 ml du méthanol et d’éthanol (7 /3). Pour I’extrait aqueux, le matériel végétal a été macéré
avec 100 ml de I’eau distillée. L’ensemble des extraits a été agité a température ambiante
pendant une nuit. Aprés décantation, les trois extraits ont été filtrés sur papier-filtre et ils ont
été séchés dans un rotavapeur jusqu’ a 1’élimination des solvants puis ils ont été lyophilisés
jusqu’a I’obtention d’un résidu sec. Le processus de lyophilisation a été réalisé au niveau du
laboratoire des plantes aromatiques et médicinales a I'université de Kilis7 aralik en Turquie.
Les résidus secs ont été conservés dans des épindorfs a I’abri de lumiére et d’humidité a -

20°C.
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5.3.2 - Rendement d’extraction

Le rendement a été calculé selon la formule donnée par Parekh et Chanda (2007)

comme suit:
Rendement (%) = (Poids du résidu sec / poids de mateériel vegétal) x100
5.3.3 - Screening phytochimique des extraits des trois plantes étudiées
Les différents tests phytochimiques réalisés sur les extraits des plantes sont :
5.3.3.1 - Alcaloides

0,5a 0,6 g du résidu a été ajouté a 8 ml de HCI (1%) et chauffé pendant 2 minutes
dans un bain d'eau, puis le mélange a été filtré. Quelques gouttes de réactif de Wagner ou de
réactif Bouchardat ont été ajoutées a 2 ml de filtrat. La formation de turbidité ou précipité
indique la présence d'alcaloides. (Anjali et Sheetal, 2013 ; Bagre et al., 2007).

5.3.3.2 - Anthocyanes

1 ml de chaque extrait a été ajouté a 3 ml de H,SO4 (10%) et 1 ml de NH,OH
(10%). une coloration bleue indique la présence sur ces Composes.

5.3.3.3 - Flavonoides

Ce groupe de métabolites secondaires a été révélé par un test a I'acétate de plomb.
Un précipité de couleur jaune s'est formé pour indiquer la positivité de ce test (Tiwari et al.,
2011).

5.3.3.4 - Glucosides cardiaques

5 ml de chaque extrait ont été mélangés avec 2 ml d'acide acétique glacial et une
goutte de FeCl; puis 1 ml de H,SO,4 concentré a été ajouté. L'apparition d'un anneau brun
marron, violet ou vert a l'interphase a révéle la présence de ces molécules (Anjali et Sheetal,
2013).

5.3.3.5 - Mucilage

1 ml d'extrait a été mélangé avec 5 ml d'éthanol absolu. Un précipité floconneux

est apparu (Noudogbessi et al., 2013).
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5.3.3.6 - Saponines

10 ml de chacun des extraits ont été agités pendant 15 secondes et laissés au repos
pendant 15 minutes. Une hauteur persistante de mousse, supérieure a 1 cm est apparue (Bidie
etal., 2011).

5.3.3.7 - Tanins galliques ou cathéchiques

Quelques gouttes de FeCls (1%) ont été ajoutées a 2 ml de chaque extrait. Une
coloration bleu noire indique la présence de tanins galliques ou une coloration brune verdatre

indique la présence de tanins catéchiques (Harborne, 1998).
5.3.3.8 — Terpénoides

0,29 du résidu sec a été mélangé avec 2ml de chloroforme puis 3ml d’acide

sulférique concentré ont été rajoutés (Mujeeb et al., 2014).
5.3.4 - Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux est réalisé selon la méthode colorimétrique décrite
par Singleton et Rossi (1965).Une prise de 2,5ml du réactif Folin Ciocalteu a été ajoutée a 0,5
ml de chaque extrait suivi par ’ajout de 1ml de carbonate de sodium (20%).Le mélange a été
incubé pendant 15 minutes a température ambiante et a 1’obscurité. L’absorbance a été
mesurée a 760 nm et les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par
gramme de matiére séche (mg E AG /g MS) en se référant a la courbe d’étalonnage d’acide

gallique.

La courbe d’étalonnage a été réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en

utilisant 1’acide gallique a différentes concentrations (0 a 1000 pg/ml).

5.3.5 - Dosage des flavonoides

La détermination des flavonoides totaux a été effectuée selon la méthode décrite par
Dehpeur et al. (2009) : une prise de 1500 pl de méthanol a 95 % est ajoutée a 500 pl de
chaque extrait a analyser puis une prise de 100 pl de AICI3 a 10 % (m/v), 100 ul d’acétate de
sodium 1 M et 2,8 ml d’eau distillée sont additionnées respectivement. Apres agitation, le
mélange est incubé a 1’obscurité et a température ambiante pendant 30 min. La lecture de

I’absorbance a été faite a 415 nm en utilisant un spectrophotometre UV. Différentes
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concentrations comprises entre 0 et 1000 pg/ml préparées a partir d’une solution mére de la
catéchine, permettront de tracer la courbe d’étalonnage (Figure n° 14). Les teneurs en
flavonoides sont exprimés en mg équivalent quercétine/g de matiére végétale séche en se

référant a la courbe d’étalonnage de la quercétine.

Figure n° 14 - Dilutions préparées et laissées réagir pour tracer les courbes d’étalonnage

a. Quercétine b. Acide gallique  (Moulay,2017).

5.3.6 - Dosage des tanins condensés

La teneur en tanins condensés a été déterminée par la méthode de vanilline décrite
par (Julkunen-Titto, 1985). Un volume de 50 pl de chaque extrait a été ajouté a 1500 ul de la
solution vanilline/méthanol a 4 %, puis mélangé vigoureusement. Ensuite, un volume de 750
ul de ’acide chlorhydrique concentré (HCI) a été additionné. Le mélange obtenu est laissé
réagir & température ambiante pendant 20 min. L’absorbance est mesurée a 550 nm contre un
blanc. Différentes concentrations comprises entre 0 et 1000 pg/ml préparées a partir d’une

solution meére de la catéchine, permettront de tracer la courbe d’étalonnage.

5.4. - Activités biologiques des extraits
5.4.1 - Activité antioxydante

Plusieurs méthodes ont été utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, I’activité
antioxydante par piégeage de radicaux différents, radical libore DPPH (2,2-diphényle-1-
picrylhydrazyl), les peroxydes ROO. par les méthodes ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity) et TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter) (Ricardo et al., 1991);
les ions ferriques par la méthode FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter) (Benzie
et Strain, 1996).

E



Chapitre V Matériel et méthodes

Dans notre cas, les tests d’évaluation du pouvoir antioxydant ont porté le piégeage du radical
libre par le DPPH en présence de trois extraits des différentes plantes étudiées. Le DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un radical synthétique présentant, a 1’état oxydé, une intense
coloration violette. La couche électronique de ce radical est saturée en contact d’antioxydants,

ce qui explique la disparation de sa coloration (Ghazghazi et al., 2014) (Figure n° 15).

Cette activité est mesurée par la méthode de Braca et al. (2002). Des dilutions méthanoliques
des différents extraits ont été ajoutées a un volume équivalent de DPPH fraichement préparé
dans le méthanol (0.004% m/v) puis le mélange est agité vigoureusement et incubé a

I’obscurité pendant 30 mn. L’absorbance est mesurée a 517 nm a 1’aide d’un lecteur Elisa.
Cette activité est estimée en pourcentage d’inhibition grace a la formule suivante :

Pl = (DO téemoin - DO extrait / DO témoin)*100
Pl: Pourcentage d’inhibition.
DO témoin: absorbance de témoin négatif.

DO extrait : absorbance de la solution d’extrait.

La concentration des extraits qui provoque 50 % d’inhibition (IC50) est déterminée
graphiquement & partir de la courbe antiradicalaire réalisée en fonction de différentes
concentrations des extraits et a partir de la courbe d’acide ascorbique qui a été utilisé comme

référence.
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Figure n°15 - Dilutions préparées pour tragage de la courbe d’étalonnage d’acide ascorbique.

(Moulay,2017).

5.4.2 - Activité antibactérienne
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Les différentes souches bactériennes sont repiquées par la méthode des stries sur
gélose Mueller Hinton, puis incubées a 1’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures. A partir de ces

cultures jeunes, des colonies pures sont isolées pour préparer 1’inoculum bactérien.
5.4.2.1 - Souches bactériennes utilisees

Les différents extraits ont été testés contre cinq souches bactériennes: Bacillus
subtilis ATCC 6633, Micrococus luteus ATCC 14452, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 ; parvenues du laboratoire : Hygiéne et pathologie animale de [’université Ibn
Khaldoun de Tiaret et deux souches phytopathogenes (Erwinia carotovora et Erwinia

amylovora) provenant de I’INPV d’Alger.
5.4.2.2 - Technique en milieu solide (méthode de la diffusion sur disque)

La méthode de diffusion sur disque a été utilisée pour la détermination de 1’activité
antibactérienne des extraits en question. Des disques en papier whatman (diamétre 6 mm) ont
été imprégnés de 15 ul de I’extrait (50 mg/ml) dissout dans du DMSO et déposés sur le milieu
Mueller-Hinton coulé dans les boites de Pétri, qui avait été inoculée en surface avec 0,1 ml de
suspension bactérienne ajustée & 10 UFC/mI pour toutes les souches (Joffin et Leyral, 2001
;Pessini et al., 2003 ; Careaga et al., 2003). Des disques imprégnés dans 1’eau distillée ont
été utilisés comme contrdles négatifs. Avant incubation, toutes les boites de Pétri ont été
conservées dans l'obscurité a 4 °C pourl h, pour permettre la diffusion des extraits du disque

au support sans croissance microbienne (Krimat et al., 2014).

Les antibiotiques standards: 1’Oxalline(1 upg/disque), Doxycycline (30 pg/disque) et
Nitroxoline (20 pg/disque) ont été utilisés comme témoins positifs. Aprés incubation a 37 +
1°C pendant 24 h, les diamétres des zones d'inhibition ont été mesurés en millimétres par un
pied a coulisse. Les essais ont été réalisés en trois répétitions. Selon Biyiti et al. (2004), un
extrait est considéré comme actif s’il produit une zone d’inhibition supérieure ou égale a 10
mm. Une zone d’inhibition supérieure a 14 mm correspond a une activité antibactérienne tres

significative (Ramzi et al., 2010).

5.4.2.3 - Détermination de la concentration inhibitrice minimale(CMI) et concentration

minimale bactéricide (CMB)
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La CMI est la concentration la plus faible d'une substance empéchant la croissance
visible d'une bactérie. Ce test a été réalisé en utilisant la méthode de macrodilution en
bouillon. Différentes concentrations des extraits (50; 25; 12,5; 6,250 et 3,125 mg / mL) ont été
testées contre les cing souches étudiees. Le méme volume de chaque extrait avec des
concentrations différentes a été mélangé avec du bouillon Mueller Hinton dans des tubes pour

constituer 1 mL de solution puis 1 mL de suspension bactérienne (10° UFC / ml) a été ajouté.

Tous les tubes ont été incubés a 37 ° C pendant 18-24 h. Deux tubes témoins ont été préparés
avec l'un contenant I'extrait sans micro-organisme et le second contenant le milieu de
croissance avec l'inoculum. CMB est la concentration qui a entrainé la mort microbienne. En

d'autres termes, c’est la dilution la plus élevée qui n'a donné aucune colonie bactérienne.
5.4.3 - Activité antifongique
5.4.3.1 - Matériel fongique

Trois souches du genre Fusarium provenant de I’INPV d’Oran. La désignation
de ces isolats, I’année de leur isolement, leurs origines géographiques ainsi que la variété a

partir de laquelle ils ont été isolés sont indiquées dans le tableau n° 02,

Tableau n° 02 - Désignation, culture, année d’isolement et origines géographiques des isolats

de Fusarium sp.

Désignation Culture Année d’isolement Origine geographique
FBD Blé dur 04/04/2017 Oran
FPDT Pomme de terre 28 /02 /2017 Oran
FOT Tomate 28 /02 /2017 Oran

5.4.3.2 - Purification des isolats de Fusarium sp.

Des explants de mycélium sont prélevés a partir de culture des trois isolats et

repiqués dans des boites de Pétri contenant un milieu PDA dont la composition est indiquee

ci-dessous : Pomme de terre 200 g
Glucose (Dextrose) 20 ¢
Agar 209
Eau distillée 1000 ml
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Les cultures sont ensuite incubées a I’obscurité a une température ambiante de 25°C. Des
repiquages successifs ont été ensuite réalisés afin d’éliminer les bactéries ou les champignons

qui contaminent les cultures de Fusarium sp.
5.4.3.3 - Identification morphologique des isolats de Fusarium sp.

L’identification morphologique a été basée principalement sur I’observation
macroscopique et microscopique des isolats. Elle est basee principalement sur les criteres
établis par Toussoun et Nelson (1976) et en se basant aussi sur la description des espéces du

genre Fusarium établie par Leslie et Summerell (2006) qui sont :

» L’aspect et la coloration du mycélium sur milieu PDA.
» Lataille et la forme des macroconidies.

» Laprésence ou lI'absence des microconidies.

» La présence ou lI'absence des chlamydospores

5.4.3.4 - Conservation des isolats de Fusarium sp.

Aprés purification des cultures, les différents isolats sont repiqués dans des tubes
a essai contenant un milieu PDA. Ces tubes sont ensuite conservés dans un frigo a une

température de 4°C.
5.4.3.5 - Test antifongique

L’activité antifongique des différents extraits a été testée in vitro par la méthode du
contact direct (Rongai et al., 2016), sur les trois souches de Fusarium. L’activité

antifongique a éte effectuée comme suit:

une quantité de 5;7,5 ou 15mg du résidu sec de chaque extrait (méthanolique, éthanolique,
aqueux) est incorporée séparément dans des tubes contenant 10ml du milieu PDA maintenu
en surfusion de sorte que la concentration correspond a 0,5 ; 0,75, et 1,5 % (poids / volume)
respectivement. Chaque tube est homogéneéisé et immédiatement coulé dans une boite de petri
de 85mm. Apreés solidification du milieu, la boite est inoculée par un disque mycélien de 6mm
de diametre prélevé de la culture jeune du myceéte. Les boites sont incubées a (25+2) °C
pendant 5 jours. Parallelement, les souches fongiques en absence des extraits ont servi de
témoins négatifs. Les boites de pétri renfermant le fongicide Tachigazole (300g/l) a une

concentration de 0,15% (v/v) ont servi de témoins positifs.
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L’effet antifongique des extraits sur la croissance mycélienne est déterminé par la mesure du

taux d’inhibition selon Bajpai et Kang (2010) comme suit :
P1(%) = [(A-B)/A] x 100

P1(%0) : Taux d’inhibition de la croissance du mycélium en pourcentage
A: Diametre de la colonie fongique du témoin (en mm)

B: Diametre de la colonie fongique en présence de 1’extrait (en mm).

5.4.4 - Effet des extraits des méthanolique et éthanolique d’E. obliqua Hert.
sur la germination des graines du blé dur (var. vitron)

La germination des graines du blé dur a été évalué dans des boites de Pétri (85mm de
diametre) sous des conditions aseptiques avec trois répétitions (Figure n°16). Chaque boite
contenait trois couches de papier imbibées par 5 ml de chaque extrait a une concentration de
0,25; 0,75 et 1,5 (p /v) ou 5 mL d’eau distillée stérile comme témoin négatif (Rongai et al.,
2016). Vingt graines préalablement désinfectées et rinceées ont été placées Au niveau de
chaque boite sur leurs faces embryonnaires. Les pourcentages de germination ont été mesurés
trois jours apres le début de I'expérience.

Pour éliminer les saprophytes et les bactéries on a utilisé la méthode suivante :

- Mettre les graines du blé dans 1’hypochlorite du sodium (eau de javel) a 2% pendant
5min.

- Ringages a I’eau distillée stérile trois fois pendant Smin.

- Séchage des graines sur papier absorbant.
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Figure n° 16 - Dispositif expérimental du test de I’effet de de I’extrait éthanolique
d’E. obliqua Hert. sur la germination (Moulay, 2019).

5.4.5 - Test de ’activité antifongique de I’extrait méthanolique et éthanolique
d’E. obliqua Hert. contre le Fusarium culmorum in vivo

5.4.5.1 - Semence
Une semence de blé dur appartenant a la variété Vitron a été utilisée pour tester et
comparer 1’efficacité in vivo de deux extraits d’eucalyptus et un fongicide commercialisé
Tachigazole® vis-a-vis d’un isolat deF.culmorum. La semence du blé dur nous a été fournie
par le CCLS de Tiaret. Cette variété a été choisie en raison de sa sensibilité a 1’égard du
Fusarium sp. (Laraba, 2018). Cette variété est connue localement sous I'appellation Hoggar,

originaire du Mexique, et introduite en Algérie a partir de I'Espagne en 1986.

5.4.5.2 - Matériel fongique
Pour I’inoculation du sol, nous avons utilisé une souche de F. culmorum .Cette

souche a été isolée en 04/04/2017a partir du collet du blé dur.
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5.4.5.3 - Fongicide
Le fongicide utilisé pour tester 1’efficacité in vivo & 1’égard de la fusariose de blé

dur est le Tachigazole (Figure n°® 17).

Figure n° 17 - Fongicide utilisé en expérimentation (Moulay, 2019).

Il a été choisi en raison de son efficacité contre le Fusarium de blé. Sa matiére active est
Hymexazole. Elle est habituellement utilisée pour lutter contre le Pytium et le Fusarium soit
en végétation ou en traitement du sol et il est produit par la firme Vapco (Index des produits
phytosanitaires a usage agricole, 2017). La dose préconisée en plein champs est 1L/ha. Les

caractéristiques de cette matiére active sont indiquées dans le tableau n° 03.
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Tableau n° 03 - Caracteristiques du Tachigazole. (http://qzhchem.com//)

Nom commun : Tachigazole
Famille chimique : Isoxazole
Nom chimique : 5-methylisoxazol-3-ol.

Formule brute : C4HsNO,

Formule développée :

H_ = I~
i o
o«

Noms commerciaux Tachigazole
Propriétés physico-chimiques :
Forme : cristaux incolores.
Poids moléculaire : 99,1 g/mol
Solubilité dans I’eau : 65.1g/I
Soluble dans la plupart des

solvants organiques

Utilisation : Lutte contre les maladies transmises par le sol causées par Fusarium,

Aphanomyces, Pythium, Corticium et Typhulaspp.... Etc.

Mode d’action Fongicide systémique
Toxicité Toxicité aigué par voie orale :
DLsg (rat) = > 4678 mg/kg

5.4.5.4 - Efficacité in vivo des deux extraits d’E. obliqua Hert. contre F. culmorum

L’essai d’efficacité in vivo des deux extraits d’eucalyptus a été réalisé sous serre au
niveau de I'ITMA (Tiaret). Cet essai a pour objectif 1’évaluation de 1’efficacité des extraits
sur les parametres de la sévérité de la maladie qui sont : la longueur de la partie aérienne, la
longueur de la partie racinaire, le poids frais des plants, le poids sec des plants, le nombre de

feuilles par plant et I’indice de la sévérité de la maladie.
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5.4.5.5 - Préparation des extraits
Les extraits méthanoliques et éthanoliques ont été préparés de la méme maniére

citée et indiquée précédemment (Figure n° 18).

Ethanolique

Méthanolique

Figure n° 18 -Résidus secs des extraits méthanolique et éthanolique d’E. obliqua Hert.
(Moulay, 2019).

5.4.5.6 - Préparation de I’inoculum

Un repiquage de fragments de Fusarium culmorum a été réalisé sur milieu PDA et
incubé pendant 7 a 10 jours jusqu’a ce que la sporulation soit compléte. Ensuite, une
suspension de spores a été préparée, et ce en versant en dessus de la boite de pétrie 10 ml
d’eau distillée stérile (Figure n° 19). Aprés raclage a 1’aide d’une pipete pasteur, la
suspension de spores du champignon en question est récupérée dans une fiole préalablement
autoclavée, a laquelle on a rajouté quelques gouttes de Tween20 pour disperser les spores et
on procéde au comptage a 1’aide d’une cellule de Malassez. Le comptage permet d’avoir le
méme nombre de spores au niveau de la fiole, ainsi la suspension est ajustée & raison de 10°

spores/ml.
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Figure n° 19 -Matériel utilisé en préparation d’inoculum.

a. Souche fongique b. Inoculum préparé (Moulay, 2019).

5.4.5.7 - Préparation du sol
Le sol est constitu¢é d’un mélange de 1/3 du sol et 1/3 du sable préalablement
tamisé et stérilisé a 120 °C pendant 48 h dans une étuve, et 1/3 de terreau commercialisé
(Figure n° 20).

Figure n° 20 - Mélange du sol au cours de préparation (Moulay, 2019).
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5.4.5.8 - Préparation des graines

Les graines de blé préalablement désinfectées par 1’hypochlorite de sodium a 2% et
rincées trois fois avec de 1’eau distillée stérile. Ensuite, les graines ont été mises dans des
boites de pétri contenant trois couches de papier imbibées avec de 1’eau distillée stérile puis

incubées pendant trois jours pour subir une prégermination (Figure n°® 21).

Figure n°® 21 - Désinfection des graines du blé (Moulay, 2019).

5.4.5.9 -Inoculation et traitement du sol

Une suspension de conidies (15 ml) a été mélangée a 150 g du sol. Apres une période
d'incubation de 7 jours, le sol a été traité en incorporant le résidu sec des deux extraits
d’eucalyptus a trois concentrations de 0,25 ; 0,75 et 1,5 %(p/p) (Figure n° 22). Pour le témoin
positif, le sol a été traité par le fongicide Tachigazole (300g/l) a une concentration de 0,15%
(v/p).Apres sept jours supplémentaires d'incubation, le sol de chaque traitement a été placé
dans des pots en plastique de 10 cm de diametre (Figure n° 23).

5.4.5.10 - Semis

Le semis a été effectué le 04 juin 2019 au niveau de la serre de I'ITMA. Les
jeunes pousses du blé ont été semées a raison de 3 germes par pot. Une couche du sol inoculé
a été déposeée au-dessus des germes et recouverte par le sol (Figure n°® 23).
Les pots ont été placés au hasard sur une table de serre (28 £ 2 ° C, 70-80% d’humidité

relative et une photopériode de 12 h) et ont été arrosés a volonté.
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Les traitements ont éteé réalisés en trois répeétitions et inclus:

T, = Témoin négatif : Germes plantés en sol non inoculé et non traité.

T, = Témoins positif: Germes plantés en sol inoculé par I’isolat du F. culmorum.

T3 = Germes plantés en sol inoculé par I’isolat du F.culmorum et traité par le Tachigazole.
T,4= Germes plantés en sol inoculé par |’isolat du F. culmorum.et traité par une des trois doses
de I’extrait éthanolique d’E. obliqua Hert. (D0,25; DO0,75 et D1,5).

Ts= Germes plantés en sol inoculé par I’isolatdu F. culmorum et traité par une des trois doses
de I’extrait méthanolique d’E. obliqua Hert. (DO0,25 ; DO0,75 et D1,5).

Figure n°® 22 - Incubation du sol inoculé et des sols traités avec le résidu sec.

a. Traitement du sol b. sol incubé  (Moulay, 2019).
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Figure n°23 - Dispositif expérimental au niveau de la serre (Moulay, 2019).

5.4.5.11 - Notation des résultats

Durant ce test, les plants sont suivis régulierement pour noter 1’évolution des
symptdmes. Les premiéres notations sont effectuées au moment de la germination et les
deuxiémes sont effectuées apres 40 jours, lors de ’arrachage des plants.
L’¢évaluation des parameétres de la sévérité de la maladie a été réalisée sur la longueur de la
partie aérienne (LA), la longueur de la partie racinaire (LR), le poids frais des plants(PF), le
poids sec des plants (PS), le nombre de feuilles par plant (NF) et I’indice de la sévérité de la
maladie (IM).
L’estimation de I’intensit¢ des symptomes est effectuée selon une échelle de notation de 4

degrés allantde 0 a 3 :

- 0 : Absence de symptome

- 1 : Noircissement ou brunissement de 1-25 % de la surface du collet.

- 2 : Noircissement ou brunissement de 26-50 % de la surface du collet.

- 3 : Noircissement ou brunissement de plus de 50 % de la surface du collet.
La réaction moyenne est évaluée par le rapport suivant :

IM = [(0x FO) + (1x F1) + (2 xF2) + (3 xF3)] /N
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Ou:
- IM : Indice de la maladie.
- F : Nombre de plants pour chaque degré dans I’échelle de notation de 0 a 3.

- N : Nombre total de plants utilisés.

5.5 - Caractérisation des composés actifs au niveau des trois plantes

La caractérisation des métabolites secondaires a été effectuée au niveau du laboratoire
des analyses chromatographiques et le laboratoire des plantes aromatiques et médicinales a

I’université de Kilis7 Aralik en Turquie.

5.5.1 - Chromatographie sur Couche Mince (CCM)

Les résidus secs des différents extraits ont été dissous dans leurs solvants de départ
et homogénéisés a 1’aide d’un vortex. La migration des composants a été réalisée sur un
mélange de solvants par polarité. Les solvants utilisés sont: ethyl acétate/methanol :8/2,
Ethanol/methanol :8/2, Ethanol/methanol :6/4, chloroforme/methanol :6/4, hexane/ethyl-
acétate :6/4 et hexane /ethyl-acétate :1/1.

Une goutte de chaque extrait a été mise sur la plaque en silice (TLC Silica gel 60 Fys4; 20x20
cm) préalablement découpées en plaquettes de dimensions de 6,2x 6,2cm.

Chaque plaquette a été placée dans des différents systemes de migration et laissée un certain
temps jusqu’a la fin du processus de migration (Figure n°24). Ensuite, les plaquettes ont été
pulvérisées par la vanilline dissoute dans 1’acide sulfurique (0,1g/10ml). La révélation des
spots obtenus a été faite premiérement sous une lampe UV a 254 nm puis a 365nm (Figure n°
25 et 26).
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Figure n° 24 - Systemes de migration utilisés au cours de la CCM avec révélation
sous lampe UV (Moulay, 2018).

Figure n°25 - Premiére révélation a 254 nm.
(Moulay, 2018).

Figure n°26 - Deuxieme réveélation a 365nm

(Moulay, 2018).

5.5.2 - Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-SM)

D’un point de vue analytique, d’important progrés ont été réalisés en couplant la CPG

avec un spectrometre de masse (SM). En effet, le couplage CPG-SM en mode impact
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électronique (IE), dit CPG-SM(IE), est la technique utilisée en routine pour I’analyse dans le
domaine des huiles essentielles. Le principe de la spectrométrie de masse consiste a
bombarder a 1’aide d’électrons une molécule qui sera fragmentée ; les différents fragments
obtenus, chargés positivement constituent le spectre de masse de la molécule. Cette technique
permet d’identifier un composé en comparant son spectre a ceux contenus dans des
bibliotheques de spectres informatisées ou sous format papier construites au laboratoire ou
commerciales (Mc Lafferty et Stauffer, 1994 ; Adams, 1989 et 2001).

Cependant, il faut utiliser les bibliotheques commerciales avec précaution, car bien que trés
utiles, elles ne sont pas les plus performantes. En fait, dans la pratique, I’utilisation conjointe
de la spectrométrie de masse (utilisation conjointe de banques laboratoire et littérature) et des
indices de rétention calculés sur deux colonnes de polarité différente en CPG, permet, en
général I’identification d’un grand nombre de constituants dans les meélanges complexes
(Lianga et al., 2004). Ainsi, Vernin et al., (1988), d’une part Cavaleiro (2001) d’autre part
ont développé un logiciel leur permettant de combiner les résultats de la spectrométrie de
masse avec les valeurs des indices de rétention sur colonne apolaire et polaire.

L’analyse GC a été effectuée sur un appareil Finnigan SSQ 7000 équipé d’une colonne de
DB-5 (30 m x 0,25 mm i.d. épaisseur de film 0,25 mm) (Figure n° 27). Les paramétres MS

étant :

Température de trappe d’ions : 200°C
Rapport split: 1 :10

Potentiel d’ionisation : 70°C ev
Courant d’ionisation : 2A

Bande de scan : 40-400 u

Temps de scan : 1s

AN N N N NN

Les composants des trois plantes ont été identifiés par comparaison de leurs indices de
rétention (RI) relatifs aux n-alcanes C9-C17 et a leur MS avec les données (Librairies NIST et
WILEY) correspondantes ainsi qu’aux spectres données par la littérature (Adams, 2007 ;
Swigar et Silverstein, 1981). Le pourcentage relatif aux composés identifiés a été calculé a

partir de la GC par intégrateur informatisé.
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Figure n° 27 - Dispositif de la CPG-SM au laboratoire (Moulay, 2018).

5.6 - Analyses statistiques

Afin d’évaluer Deffet des différents extraits des trois plantes sur le rendement, les
teneurs : en polyphénols, en flavonoides, en tanins condensés et sur ’activité antioxydante et
antibactérienne ; on a réalisé une analyse de la variance (ANOVA) a un seul facteur en
utilisant Microsoft Office Excel 2010 Professionnel dans le but de déceler les éventuelles
variations des parameétres étudiés qui peuvent exister entre les différents extraits. Pour le test
antifongique, une analyse de la variance (ANOVA) a deux facteurs a été effectuée pour
montrer ’effet de facteur «Concentration» et «Traitement» sur les parametres étudiés. Les

différences entre les différents paramétres étudiés ont eté comparées au seuil de 5%.
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Chapitre VI Résultats et discussion

Ce chapitre est consacré a analyser les résultats obtenus, les interpréter et les discuter en

détails.
6.1 - Résultats obtenus

Dans un premier temps on va présenter les analyses physicochimiques suivies par les
analyses biochimiques puis 1’étude phytochimique et le test de 1’activité biologique des
extraits et on terminera par une caractérisation des composés bioactifs par chromatographie
sur couche mince (CCM) et par chromatographie gazeuse couplée par spectrométrie de masse
(GC-MS).

6.1.1 - Analyses physicochimiques

Les résultats des parameétres physico-chimiques des plantes étudiées sont présentés

dans le tableau n°4 ci-dessous :

Tableau n° 04 - Résultats des tests physicochimiques.

Plante E. obliqua Hert. M. vulgare L. | P. harmala L.
Paramétre

Teneur en eau (%) 59,04+0,93 42,56 + 0,36 29,13+ 1,01
Cendre(%) 5,80+0,44 17,76+0,39 6,1+0,72

pH 521+0,12 6,02 £ 0,02 6,27 £ 0,005
Solides solubles (degré de Brix) 2,5+ 00 3,25+ 00 2,41 +0,28
Indice de réfraction 1,3360 + 00 1,3375 £ 00 1,3363 + 0,0005
Conductivité électrique (mS/cm?) 4,75 £ 0.02 4,57 £0,44 5,04 £0,31

L’étude physicochimique d’E. obliqua Hert., M. vulgare L. et P. harmala L. a montré une
teneur en eau qui varie entre 29,13 £ 1,01 et 59,04+0,93 %, un pH variant entre 5,21 + 0,12
et 6,27 + 0,005, une conductivité électrique entre 4,57 + 0,44 et 5,04 + 0,31 mS/cm?. Le taux
de solides solubles fluctue entre 2,41 + 0,28 et 3,25 = 00 degré de Brix et un indice de
réfraction entre 1,3360 + 00 et 1,3375 + 00.
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6.1.2 - Analyses biochimiques

Les taux de sucres totaux et protéines sont déterminés par comparaison avec des

courbes d’étalonnage réalisés selon une gamme d’étalon de glucose pour les sucres totaux et

du sérum d’albumine de bovine pour les protéines réalisées dans les mémes conditions
(Figures n° 28 et 29).

y=27,37x-0,047
1,8 - R2 = 0,996
g 1,6 -
S 1,4 -
< 1,2
©
g 17
2 08 -
[<B]
o 0,6 -
0,4 -
0,2 -
0 r T T T T T T |
-0,2 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07
concentration de glucose en mg/ml
Figure n°® 28 - Courbe d’étalonnage du glucose
0,27 1
0,265 -
y=0,628x+ 0,203
c 0,26 A R?2=0,991
g 0,255 -
E 0,25 -
§ 0,245 -
g 0,24 -
< 0235 -
0,23 -
0,225
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Concentration (mg/ml)

Figure n°® 29 - Courbe d’étalonnage du sérum d’albumine de bovine
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Les résultats des parameétres biochimiques des plantes étudiées sont regroupés dans le
tableau n° 05.

Tableau n° 05 : Résultats des tests biochimiques des plantes étudiées

E. obliqua Hert. | M. vulgare L. P. harmala L.
Plante
Paramétre
Taux de cendre (%) 5,80 £ 0,44 17,76 £1,10 6,1 0,72
Taux de fibre (%) 2,75+0,19 6,42 1,74 8,66 +0,57
Taux de sucres totaux (%) 20,77 £ 0,18 5,91 0,13 14,12 0,05
Taux de lipide (%) 5,38 £ 0,39 4,12 +0,07 1,55+0,7
Taux de protéine (%) 2,30+£0,08 11,03 £0,40 2,89 +0,25

L’étude biochimique des plantes étudiées a révélé les pourcentages suivants: un taux qui
varie entre 5,80 + 0,44 et 17,76 £1,10% de cendre. Les fibres totales fluctuent entre 2,75 +
0,19 et 8,66 £0,57%. Le taux des sucres totaux se trouve entre 5,91 £0,13 et 20,77 £+ 0,18% et
celui des lipides entre 1,55 *0,07 et 5,38 £0,39% ; alors que la teneur en protéines entre
2,30 + 0,08 et 11,03 +0,40 %. A partir de ces taux, on peut déduire que les trois espéces sont

pauvres en macronutriments.
6.1.3 - Etude phytochimique

Les analyses phytochimiques ont été portées sur le rendement d’extraction des
trois extrais (méthanolique, éthanolique et aqueux); on a fait I’analyse phytochimique
qualitative par criblage des métabolites et I’analyse quantitative par le dosage des

polyphénols, des flavonoides et des tanins condensés pour chague extrait.
6.1.3.1 - Rendement des extraits

Les rendements obtenus pour les différents extraits des trois plantes étudiées sont

présentés dans la figure n° 30.
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Figure n°® 30 - Rendements des différents extraits des plantes étudiées.

Les rendements varient d’un extrait & un autre et d’une plante a une autre. Le rendement le
plus élevé a été enregistré au niveau d’extrait éthanolique pour les trois plantes étudiées (E.
obliqua Hert. (30, 33%), P. harmala L. (26,21%) et M. vulgare L. (22,42 %) suivi par I’extrait
méthanolique avec un rendement qui varie entre 15,94 et 27,13%. Le plus faible rendement a
¢été constaté chez 1’extrait aqueux avec une moyenne qui se rapproche de 15% pour les trois
plantes (Figure n° 30). L’étude statistique a révélé une différence significative des

rendements des extraits des plantes étudiées (Annexe n° I1).

6.1.3.2 - Criblage phytochimique des métabolites secondaires

Les résultats de screening phytochimique du point de vue qualitative des
différents extraits des plantes étudiées sont présentes dans les tableaux n°® 06, 07 et 08 et

annexe n° . La phytochimie de I’espéce M. vulgare L. est présentée par le tableau n° 06.
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Tableau n°06 - Résultats de screening phytochimique de M. vulgare L.

Métabolite secondaire E. meth E. eth E. aqg
Alcaloides + + +
Anthocyanes - + -
Flavonoides + + -
Glycosides cardiaques + + +
Mucilage + + +
Saponines - + )
Tanins + + +
Terpénoides + - +

Au niveau du tableau n° 07, on voit les métabolites secondaires présents au niveau des

extraits d’E. obliqua Hert.

Tableau n°07 - Résultats de screening phytochimique d’E. obliqua Hert.

Métabolite secondaire E. meth E. eth E. aqg
Alcaloides + + +
Anthocyanes - + -
Flavonoides + + +
Glycosides cardiaques + + -
Mucilage - - -
saponines - + +
Tanins + + +
Terpénoides - + +
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Le screening phytochimique des extraits de P. harmala L. est mis en évidence par le tableau
n° 08.

Tableau n°08 - Résultats de screening phytochimique de P.harmala L.

Métabolite secondaire E. meth E. eth E. aqg
Alcaloides + + +
Anthocyanes - - -
Flavonoides + + +
Glycosides cardiaques + + +
Mucilage + - +
Saponines - + +
Tanins + + +
Terpénoides - + +

Les résultats obtenus montrent que I’ensemble des extraits de plantes étudiées renferment les
composés suivants : les alcaloides, les flavonoides et les tanins. L’extrait éthanolique s’est
révélé I’extrait le plus riche en métabolites secondaires (alcaloides, flavonoides, glycosides
cardiaques et saponines) (Tableaux n°06, 07 et 08). La présence et 1’absence du reste de

métabolites secondaires varient d’un extrait a un autre et d’une plante a 1’autre.
6.1.3.3 - Dosage des polyphénols totaux au niveau des trois extraits

La teneur en composés phenoliques obtenus a partir des trois extraits
(méthanolique, éthanolique et aqueux) a été estimée grace a une courbe d’étalonnage, réalisée
avec un extrait de référence qui est 1’acide gallique a différentes concentrations. Les résultats
sont exprimés en mg équivalent en acide gallique par g de matiére seche (mg EAG/ g MS).

La courbe d’étalonnage est établie avec un coefficient de corrélation R? = 0,99 (Figure n° 31).
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Les résultats du dosage de polyphénols de I’ensemble des extraits de trois especes végétales

sont mis en évidence par la figure n°32.
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Figure n® 31 - Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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Figure n° 32 - Taux de polyphénols des extraits de plantes étudiées.
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Le dosage de polyphénols chez I’ensemble des plantes révele que les extraits méthanoliques et
éthanoliques montrent des teneurs les plus élevées en polyphénols totaux qui sont de 1’ordre
de 231,58 £0,41 et 129,96 +£0,00 mg EAG/g MS pour E. obliqua Hert., 54,92 +0,00 et 56,06
10,82 mg EAG/g MS pour P. harmala L. et 31,59+ 0,04 et 37,92+0,3223 mg EAG/g MS
respectivement (Figure n° 32). Cependant, le taux de polyphénols les plus faibles sont
enregistrés au niveau des extraits aqueux (109,52 + 0,16 pour E. obliqua Hert., 27,67 +0,00
pour M. vulgare L. et 21,57+0,08 pour P. harmala L. D’aprés ces résultats, 1’eucalyptus s’est
révelé le plus riche en composés phénoliques par rapport aux autres plantes.

L’analyse de la variance pour le parametre taux de polyphénols totaux a révéleé une différence

tres hautement significative (p<0,05) (Annexe n° I11).

6.1.3.4 - Teneur en flavonoides

La teneur en flavonoides obtenue a partir des trois extraits (méthanolique,
éthanolique et aqueux) a été estimée grace a une courbe d’étalonnage, réalisée avec un extrait
de référence qui est la quercétine a différentes concentrations. Les résultats sont exprimeés en
mg équivalent en quercétine par g de matiere seche (mg EQ/ g MS). La courbe d’étalonnage
est établie avec un coefficient de corrélation R? = 0,99 (Figure n° 33). Cette derniére montre

qu’il y’a une relation directe entre la concentration en quercétine et 1’absorbance.

0,7 - y =5,0414x + 0,0042
R2 =0,9997

0,5 A

04 -

absorbance a 415 nm

0,3 -
0,2 -

0,1 -

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14

Concentration mg/ml

Figure n°® 33 - Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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Les resultats de dosage de flavonoides des plantes étudiées sont présentes dans la figure n° 34.
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Figure n® 34 - Taux de flavonoides des extraits des plantes étudiées

D’apres la figure n° 34, les résultats de dosage de flavonoides montrent que pour 1’espéce E.
obliqua Hert., I’extrait méthanolique a présenté la teneur la plus élevée suivie par 1’extrait
aqueux et éthanolique (32,06 £+ 0,57 > 29,78 + 0,75 > 255 0,00 mg EC/g MS
respectivement). Néanmoins, 1’extrait aqueux de M. vulgare L. s’est révélé le plus riche en
flavonoides suivi par 1’extrait éthanolique et méthanolique (9,29 £ 0,00 > 6,64 £ 0,00 >
5,51 £ 0,62 mg EC/g MS respectivement. Au niveau de 1’extrait éthanolique de P. harmala
L., on a constaté le plus grand taux de ces composés bioactifs pour cette plante avec une
valeur de 26,23 + 0,00 mg EC/g MS. L’extrait méthanolique a présenté une teneur de 21,79
10,69 mg EC/g MS. Le rendement le plus faible est enregistré au niveau 1’extrait aqueux
(14,90 + 0,05 mg EC/g MS.

D’aprés ces résultats, on déduit que le contenu flavonoique dans les extraits examinés, dépend
de la polarité du solvant utilisé pour I’extraction.

L’analyse de la variance de la teneur en flavonoides a révélé une différence trés hautement

significative (p<0,05) (Annexe n° 1V).
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6.1.3.5 -Tanins condensés

La teneur en tanins condenses obtenue a partir des trois extraits (méthanolique,
éthanolique et aqueux) a été estimée grace a une courbe d’étalonnage réalisée avec un extrait
de référence qui est le catéchol a différentes concentrations.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent en catéchol par g de matiere seche (mg EQ/
g MS). La courbe d’étalonnage est établie avec un coefficient de corrélation R? = 0,98
(Figure n° 35). D’apreés cette courbe, il s’avére que tout en augmentant la concentration en

catéchol, I’absorbance remonte en valeur.
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Figure n°® 35 - Courbe d’étalonnage du Catéthol

@



Chapitre VI Résultats et discussion

Les résultats du dosage des tanins condensés sont présentés dans la figure n° 36.
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Figure n® 36 - Taux de tanins condenses des extraits des plantes étudiées.

Ce dosage a réveélé des taux notables et variables en tanins condensés. Les taux les plus élevés
de tanins se rencontrent dans les extraits méthanoliques et éthanoliques des espéces E.
obliqua Hert. (38,70 £ 0,00 et 25,71 +1,23 mg EQ/ g MS respectivement) et P. harmala L.
(8,22 01,07 et 6,77 0,66 mg EQ/ g MS respectivement). L’extrait aqueux de ces deux
plantes a présenté les teneurs les plus faibles de I’ordre de 4,52 +0,41 mg EQ/ g MS pour E.
obliqua Hert.et 4,26 £0,02 mg EQ/ g MS. Tandis que la plus importante teneur en tanins
condensés pour M. vulgare L. a été mesurée dans D’extrait aqueux suivi par |’extrait
éthanolique et méthanolique (15,59 +0,27; 14,28 +1,41; 13,33 +1,09 mg EQ/ g MS
respectivement).

L’analyse de la variance du paramétre teneur en tanins condensés des extraits a montré une
différence non significative (P>0,05) (Annexe n° V).

6.1.4 - Evaluation des activités biologiques

Les activités biologiques étudiées in vitro sont: I’activité antioxydante, ’activité

antibactérienne et I’activité antifongique.
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6.1.4.1 - Activité antioxydante par piégeage du radical libre DPPH

Les pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH enregistrés par [’acide

ascorbique et les différents extraits des plantes sont représentés par les figures n° 37, 38, 39 et 40.
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Figure n® 37 - Pourcentage d’inhibition de DPPH par 1’acide ascorbique.
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Figure n°® 38 - Pourcentages d’inhibition de DPPH par les extraits d’E. obliqua Hert.

[ERN

(]

o
]

y =0,67x +0,7764
R2=0,9914

[ERN

(2]

o
1

y = 0,5921x - 2,6765
R2 = 0,9977

100 -

@ meth
80 - Meth
60 - ag

Pourcentage d'inhibition en (%)

40 - y =0,243x + 6,3374
R2? =0,9832
20 -
0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Concentration en pg/ml

Figure n° 39 - Pourcentages d’inhibition de DPPH par les extraits de P. harmala L.
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Figure n° 40 - Pourcentages d’inhibition de DPPH par les extraits de M. vulgare L.

D’apreés les résultats obtenus, on remarque que le pourcentage d’inhibition du radical libre
augmente avec I’augmentation de la concentration. Les taux d’inhibition du DPPH enregistrés
en présence des différents extraits de la plante sont inférieurs a ceux de 1’acide ascorbique
(Figure n° 37). L’extrait méthanolique semble avoir une activité antioxydante meilleure que
celle provoquée par I’extrait éthanolique et aqueux chez les trois especes végétales (Figures
n° 38, 39 et 40). Cependant, les extraits aqueux sont moins efficients dans 1’¢limination des
radicaux libres pour ’ensemble des plantes étudiées.

La concentration de 1’échantillon nécessaire pour inhiber 50% du DPPH radicalaire (1C50), a
été calculée par régression linéaire des pourcentages d’inhibition calculés en fonction de
différentes concentrations d’extraits préparés. IC50 est inversement lie a la capacité
antioxydante d'un composé, car il exprime la quantité d'antioxydant requise pour diminuer la
concentration du radical libre de 50%. Les IC50 des extraits analysés sont indiquées dans le
tableau n° 09.

-
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Tableau n° 09 - Valeurs des IC50 des différents extraits des plantes étudiées.

lante
E. obliqua Hert. M. vulgare L. P. harmala L.
Extrait
E. meth 91,18+0,004 pg/ml 10,86+0,005ug/ml 73,460,005 pg/ml
E. eth 153,64+0,02 pg/ml 26,660,015 pg/ml | 88,97 £ 0,02 pug/mi
E. aqg 294,24+0,002ug/ml 58 + 0,017 pg/mi 179,68+0,005ug/ml

L’ensemble des extraits révele des propriétés antiradicalaires intéressantes (notamment
I’extrait méthanolique) qui  se manifestent par des faibles valeurs d’IC50. L’extrait
méthanolique de M. vulgare L. a enregistré le pouvoir antioxydant le plus élevé (IC50
=10,86+0,005 pg/ml qui se rapproche de celui de I’acide ascorbique (IC50 = 4,74+0,00
pg/ml). L’analyse de la variance des IC50 des extraits a révéelé une différence non

significative (p>0,05) (Annexe n° VI).

6.1.4.2 - Activité antibactérienne

6.1.4.2.1 - Effet des extraits sur les souches bactériennes

Les résultats des différents tests réalisés avec les souches bactériennes utilisées
vis-a-vis des différents extraits sont regroupés dans le tableau n® 10 et la figure n°41.
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Tableau n°10 - Activité antibactérienne des extraits de plantes étudiées sur milieu

Mueller-Hinton (mm).

BS ML PA EC EA
Meth 9,68 +0,40 |8,43+0,60 |9,90+0,97 |0 0,00 9,18 +0,74
Eth 10,73 £0,78 |9,27+0,51 |10,4 2,69 | 0£0,00 10,6+0,87
E. obliqua
Hert. Aq 9,07£0,47 |9,44+0,20 |13,6£0,0 |0+0,00 9,16+0,38
Meth 8,80+1,41 |7,3+0,68 10,04+0,44 | 0+0,00 9,24+0,34
Eth 8,2+1,31 8,61+1,35 |10,27+0,27|0£0,00 9,12+0,77
M. vulgare
L. AqQ 8,18+0,90 |6,16+0,16 |9,16+0,43 |0+0,00 9,27+1,07
Meth 8,42+1,70 |7,41+0,41 |7,78+0,65 |0+0,00 7,68+0,07
P. harmala | Eth 8,97+1,05 |7,99£1,40 |8,98+0,47 |0+0,00 9,24+0,32
L. AqQ 8,18+0,90 |8,9+0,14 |9,06+1,51 |0+0,00 8,71+1,56

Les valeurs représentent la moyenne + écart type (n=3)

BS :Bacillus subtilis ATCC 6633, ML : Micrococus luteus ATCC 14452, PA :Pseudomonas

aeruginosa ATCC 27853, EC : Erwinia carotovora, EA : Erwinia amylovora. meth :
méthanolique ; eth : éthanolique ; aq : aqueux.

Les diametres d’inhibition enregistrés par les trois antibiotiques sont mis en évidence par le

tableau n°® 11.

Tableau n° 11 - Activités antibactérienne des antibiotiques utilisés comme standards

en mm
Souches
BS ML PS EC EA
Antibiotique
Oxacillne 0+0,00 0 +0,00 0 +0,00 0 +0,00 00,00
Doxcycline 17 #1,73 | 16,33+0,57 | 171,73 18,66 + 1,52 19,66 +0,57
Nitroxoline 18,66+2,30| 20+0,0 | 20,66 +0,57 19+ 2,64 20 +0,00

Les valeurs représentent la moyenne, * écart type (n=3)

-,
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|

Figure n° 41 - Effets des trois antibiotiques et des extraits méthanoliques et éthanoliques
plantes sur la souche bactérienne Bacillus subtilis ATCC 6633. a : antibiotiques ; b: extrait
éthanolique ; ¢ : extrait méthanolique. B.S : Bacillus subtilis. E : E. obliqua Hert.; H : P.

harmala L.; M : M. vulgare L. T : témoin négatif (Moulay,2019).

E



Chapitre VI Résultats et discussion

Les tableaux montrent qu’il y a une variabilité dans les résultats obtenus. Les souches
bactériennes utilisées ont réagi plus ou moins bien selon la nature des extraits végétaux, les
diamétres des zones d’inhibition sont compris entre 6,16+0,16 et 13,6+0,00 mm. La souche
Erwinia carotovra semble étre résistante a 1’ensemble des extraits végétaux (0+0,00mm).
Toutes les souches bactériennes utilisées révélent une résistance a I’antibiotique Oxacilline
(0+0,00mm) et une sensibilité aux deux autres antibiotiques (entre 16,33+0,57 et 19,66 +0,57
mm pour le Doxcycline ; entre 18,66+2,30 et 20 +0,00 pour le Nitroxoline).

Les résultats obtenus confirment [D’efficacité de certains extraits des plantes médicinales
étudiées et leur pouvoir antiseptique. L’extrait éthanolique d’E. obliqua Hert. s’est révélé actif
contre les souches bactériennes : Bacillus subtilis ATCC 6633, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 et Erwinia amylovora avec un diameétre d’inhibition supérieur a 10 mm. De
méme, Pseudomonas aeruginosa a présenté une sensibilité aux extraits méthanoliques et
éthanoliques de M. vulgare L. (10,04+0,44 mm et 10,27+0,27 mm respectivement) et aussi a

I’extrait aqueux d’E. obliqua Hert. (13,6+0,0 mm).

6.1.4.2.2 - Détermination des concentrations minimales inhibitrices(CMI) et

concentrations minimales bactéricides (CMB)

Selon Bouabdelli et al. (2016), I’activité bactéricide est basée sur la valeur du
rapport CMB/CMI. Si CMB/CMI < 2 on dit que I’extrait a une activité bactéricide;
MBC/MIC > 2: Bacteriostatique; MBC/MIC > 32: la souche est résistante a 1’extrait. Donc on
doit conclure que la plus part des extraits utilisés possedent une activité bactériostatique
(Tableau n° 12).
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Tableau n°12 - Concentrations minimales inhibitrices et concentrations minimales

bactéricides des extraits.

Plante Extrait | CMletCMB | BS ML PS EC EA
CMI 25 25 50 25 25
meth CMB 50 50 - 50 50
E. obliqua CMI 12,5 12,5 12,5 25 25
Eth CMB 25 25 25 50 50
CMI 6,25 25 12,5 25 25
Aq CMB 12,5 50 25 50 50
CMI - - - - -
M. vulgare | meth CMB - - - - -
L. CMI 50 25 - 50 50
Eth CMB - 50 - - -
CMI 25 50 25 50 25
Aq CMB 50 - 50 - 50
CMI 12,5 25 12,5 25 25
meth CMB 25 50 25 50 50
P. harmala CMI 12,5 12,5 25 125 | 125
Eth CMB 25 25 50 25 25
CMI 25 25 25 25 25
Aq CMB 50 50 50 50 50

- - Non identifié

6.1.4.3 - Activité antifongique in vitro
6.1.4.3.1 - Identification morphologique des souches de Fusarium sp.

Conventionnellement, 1’identification des genres fongiques repose sur
I’identification de critéres morphologiques ; d’une part par I’observation macroscopique du
mycelium, et d’autre par 1’observation microscopique des structures reproductrices. En se
basant sur la description des espéces du genre Fusarium établie par Leslie et Summerell
(2006) et Tivoli (1988) sur le milieu PDA, on a opte a identifier les trois souches fongique

comme suit ;

-
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6.1.4.3.1.1 - Souche 01 Fusarium culmorum

+

Observation macroscopique

Cette souche isolée a partir du blé se développe rapidement et produit des
sporodochies abondantes dans une grande masse de spores centrale (1 a 2 cm de
diameétre), initialement orange péale mais qui devient brune & brun foncé avec I'age

(Figure n° 42).

Figure n° 42 - Colonie mycélienne de F. culmorum montrant une coloration orange pale

(Moulay, 2019).

4+ Observation microscopique

1) Macroconidies : Morphologie générale: Robuste, relativement court et parois

épaisses. La face dorsale est quelque peu incurvée, mais la face ventrale est presque droite.

Assez large par rapport a la longueur (Figure n° 43).

YV V VYV V

Morphologie des cellules apicales: arrondies et émousseées.

Morphologie des cellules basales: entaillées et sans forme de pied distincte.

Nombre de septa: généralement 3 ou 4 cloisons.

Abondance: Habituellement abondante dans les sporodochies. Ces macroconidies sont

géneralement de forme et de taille uniformes.
2) Microconidies : elles sont absentes.

3) Chlamydospores : elles sont abondantes.
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Figure n° 43 - Macroconidies de F. culmorum sous microscope optique (10 x 40)
(Moulay,2019).

6.1.4.3.1.2 - Souche 02 Fusarium oxysporum
+ Observation macroscopique

La morphologie des colonies sur PDA varie largement. Les mycéliums peuvent étre
floconneux, clairsemés ou abondants et varient en couleur du blanc au violet pale (Figure n°
44).

Figure n° 44 - Colonie mycélienne de F. oxysporum montrant une coloration violet
pale (Moulay, 2019).

E
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<+ Observation microscopique

1) Macroconidies : Des macroconidies abondantes orange pale ou violet pale sont
produites dans une masse de spores centrale chez certains isolats (Figure n° 45). De petits
sclérotes brun pale, bleus a bleu-noir ou violets peuvent étre produits en abondance par

certains isolats.

» Morphologie générale: courte a moyenne, droite a légerement incurve, relativement

élancé et a parois minces.
» Morphologie des cellules apicales: effilées et courbes, parfois avec un léger crochet.

» Morphologie des cellules basales: pied en forme pointue.

> Nombre de septa: généralement 3 cloisonnés.
2) Microconodies : Elles sont abondantes et de forme ovale.

3) Chlamydospores : Elles sont abondantes avec une forme ovale et généralement

non cloisonné.

Figure n° 45 - Macroconidies de F. oxysporum sous microscope optique (10 x 40)
(Moulay, 2019).

E
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6.1.4.3.1.3 - Souche 03 Fusarium roseum

+ Observation macroscopique

Le long du mycélium situé au contact de la gélose, se développent, dés le 4™ jour
apres 1’isolement des sporodochies de couleur rose saumon, trés rapprochées les unes
des autres, qui donnent a la colonie un aspect gras et une couleur d’ensemble rosée

(Figure n° 46).

Figure n° 46 - Colonie mycélienne de F. roseum montrant une coloration rosée
(Moulay, 2019).

+ Observation microscopique

1) Macroconidies : Ce champignon posseéde uniquement des macroconidies courtes,

caractérisées par des extrémités anguleuses, brutalement pointues (Figure n° 47).

2) Microconidies : Elles sont absentes.

E
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3) Chlamydospores : Ce champignon posséde, par ailleurs, de tres nombreuses
chlamydospores intercalaires situées dans les hyphes. Elles sont globuleuses, parfois uniques
mais disposées souvent en chainettes ou en groupes imbriqués de 2 ou 3.

Figure n°® 47 - Macroconidies de F. oxysporum sous microscope optique (10 x 40)
(Moulay, 2019).

6.1.4.3.2 - Effet des extraits sur les souches F. culmorum, F. oxysporum et

F. roseum in vitro

Les résultats de I’effet des différents extraits sur les souches fongiques utilisées

sont mis en evidence par les figures n° 48,49 et 50.
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Figure n° 48 - Effet des extraits sur la souche de F. culmorum
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Figure n° 49 - Effet des extraits sur la souche de F. oxysporum
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Figure n° 50 - Effet des extraits sur la souche de Fusarium roseum

Les extraits éthanoliques et méthanoliques se sont révélés les plus actifs contre les trois
souches fongiques par rapport aux extraits aqueux chez 1’ensemble des plantes étudiées. Les
extraits hydroalcoliques d’E. obliqua Hert.(1,5 et 0,75% (m/v)) et de M. vulgare L.
(1,5%(m/v)) ont enregistré les pourcentages d’inhibition les plus élevés qui sont supérieurs a
50% contre F. culmorum et F. oxysporum (Annexes n°® XXI, XXI1, XX, XX1V). L’extrait
éthanolique d’E. obliqua Hert. (1,5% (m/v)) a montré le taux d’inhibition le plus élevé qui est
égal a 81,98 +0,57% contre F. culmorum, 65,88 +0,57 % contre F. oxysporum et 76,01
+0,71% vis a vis F. roseum comparativement au reste des extraits de plantes (Figures n° 48,
49 et 50). Les extraits de P. harmala L.se sont avérés les moins actifs contre les deux souches
fongiques avec des pourcentages qui n’ont pas dépassé le seuil de 28,74 +1,39 %, 48,40
+0,56% et 42,52 £0,55 % pour le F. culmorum et F. oxysporum respectivement et a
I’exception, I’extrait éthanolique a la concentration 1,5% (m/v)) a inhibé la croissance
mycélienne de F. roseum a 70,49 £1,31 %. Cependant, le fongicide utilisé (Tachigazole) a
inhibé complétement la croissance de F. culmorum (100 £0,00 %). Ce dernier a montré des
pourcentages d’inhibition de 77,64 £1,17 et 61,17 0,30 % contre F. oxysporum et F. roseum

respectivement.
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L’analyse de la variance de ’effet des différentes concentrations et différents types d’extrait
sur I’inhibition de la croissance mycélienne des souches fongiques a révélé une différence tres
hautement significative pour le facteur concentration pour I’ensemble des souches (Annexes
n° VII, IX et XI). Pour le facteur extrait, I’analyse de la variance a montré une différence tres
hautement significative pour F. culmorum et une différence non significative des extraits sur

les taux d’inhibition de F. oxysporum et F. roseum (Annexes n° VIII, X et XI1).

6.1.4.4 - Effet des extraits éthanoliques et méthanoliques d’E. obliqua Hert. sur la

germination des graines du blé dur (var. vitron)

A la lumiére des pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne importants
contre la souche F. culmorum in vitro enregistré par les extraits éthanoliques et méthanoliques
d’E. obliqua Hert., on a opté a tester cette activité in vivo en commencant par étudier cet effet

sur la germination des graines comme étape de départ pour ce test. Les résultats obtenus sont

m0,25
m0,75
1,5

41\21\31\41

présentés dans les figures n° 51,52 et 53.
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Figure n° 51 - Pourcentages de germination des graines de blé traitées par 1’extrait
méthanolique et éthanolique d’E. obliqua Hert.
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Figure n°® 52 - Test de germination des graines de blé traitées par I’extrait méthanolique et

éthanolique d’E. obliqua Hert. a: méthanolique b : éthanolique

Figure n°® 53 - Test de germination des graines de blé non traitées (Témoin négatif).
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Les résultats ont montré que le pourcentage de germination augmente avec le temps au
niveau des graines traitées et de témoin. La concentration 0,25% (m/v) a enregistré les taux de
germination les plus élevés pour les deux extraits comparativement aux autres concentrations
au 4°m jour (91,66 % et 96,66 % pour 1’extrait méthanolique et éthanolique respectivement).
Lorsque la concentration des extraits a augmenté, le pourcentage de germination a diminué.
L’extrait méthanolique et éthanolique ont révélé des taux de 86,66%, 61,66% et 86,66 %
respectivement pour les concentrations (0,75 et 1,5 %(m/v)) (Figures n° 51 et 52). Le témoin
négatif a révélé un taux de germination de 100% (Figure n° 53).

L’analyse de la variance de I’effet des différentes concentrations des extraits étudiés sur les
pourcentages de germination des graines a avéré une différence significative pour le facteur
concentration et une différence non significative pour le facteur extrait (Annexes n° X111 et
XI1V). Le pourcentage de germination des graines n'a pas été significativement différent de

celui du témoin non traité.

6.1.4.5 - Test de ’activité antifongique de I’extrait méthanolique et éthanolique

d’E. obliqua Hert. contre Fusarium culmorum in vivo
6.1.4.5.1 - Effet des extraits sur les parameétres de développement des plantules

Les résultats de I’effet de 1’extrait méthanolique et éthanolique d’E. obliqua
Hert. sur les parameétres de développement des plantules de blé sont regroupés dans le tableau
n° 13 et les annexes n°® XXV et XXVI.

D’aprés ces résultats, on constate que les concentrations 1,5% (p/p) de I’extrait
méthanolique et 0,25% (p/p) de I’extrait éthanolique ont montré le meilleur développement
des plantules en enregistrant les valeurs les plus élevées de la longueur de racine (34,33
+0,57 cm et 32,16 £1,32 cm respectivement ),de la longueur de la partie aérienne (41,66
+0,57 cm et 48 £2,51 cm respectivement), de poids frais (2,39 =0,70g et 1,19 +0,35
respectivement), de poids sec (0,372 +0,10g et 0,45 +£0,06 respectivement) et de nombre de
feuilles (7,33 +1,15 et 7,33 £0,57 respectivement) comparativement au témoin négatif et au
reste des concentrations des deux extraits. Le traitement avec le fongicide (TP) a donné des
résultats qui se rapprochent des deux concentrations (1,5% et 0,25% (p/p)) des extraits
précédemment cités. Cependant, le témoin inoculé a présenté le plus faible développement
des plantules avec une longueur de racine égale a 21,66 +1,00 cm, une longueur de la partie
aérienne égale a 23,5 £0,50 cm , un poids frais et sec égal a 1,24 +0,01g et 0,20 +0,02 g

respectivement et un nombre de feuilles égal a 6 +1,00.
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Tableau n° 13 - Effet des extraits sur la longueur de la racine(LR), longueur de la

partie aérienne (LA), poids frais (PF), poids sec (PS) et nombre de feuilles (NF).

LR (cm) LA (cm) PF(g) PS () NE
0,25% (p/p) | 23,16 +1,04 | 36,66 +1,15 | 2,39 40,70 | 0,372 0,10 | 833 ¥0:57
0,75% (plp) | 29,33 +1,15| 39+100 | 2,36+0,25 | 0,32+0,01 | 6,3320,57
Meth | 1,5% (p/p) |34,33+0,57 | 41,66 0,57 | 2,723 0,51 | 0,40+0,05 | 7,33%1,15
0,25% (p/p) | 32,16 +1,32| 48+251 |2576+0,46 | 0,45+0,06 | 7,33+0,57
0,75% (plp) | 31,33 1,52 | 34,83+0,76 | 1,1940,35 | 0,4440,04 | 60,00
Eth 15% (plp) | 28+152 | 36+173 | 1,1140,27 | 0,19+0,03 | 5332057
N / 25+0,00 | 38,16+1,60 | 1,63+0,15 | 0,29+0,04 | 6330,57
TP |0,15% (vip) | 27,5+1,04 | 39,16 +0,76 | 2,44+0,45 | 045+0,01 | 70,00
TIN / 21,66+1,00| 235+0,50 | 124+0,01 | 020+0,02 | 61,00

L’analyse de la variance de I’effet des différentes concentrations des extraits méthanoliques et

éthanoliques (traitements) sur les parametres étudiés a révélé une différence non significative
pour le facteur concentration et aussi pour le facteur traitement pour les parameétres (LR, LA,
PF et NF) sauf le paramétre PS qui a révéle une différence tres hautement significative pour le
facteur concentration (Annexes n° XV, XVI, XVII, XVIII et XIV).

6.1.4.5.2 - Effet des extraits sur I’indice de maladie

Les indices de la maladie sous 1’effet des différentes concentrations de

I’extrait méthanoliques et éthanoliques sont présentés dans le tableau n° 14.
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Tableau n° 14 - Indices de maladie

concentration IM
0,25% (p/p) 1
meth 0,75% (p/p) 1,2
1,5% (p/p) 0,25
0,25% (p/p) 0,5
eth 0,75% (p/p) 1,5
1,5% (p/p) 2,25
T- 0
T-in 3
TP 0,5

D’apres ces résultats, on constate que les extraits méthanoliques et éthanoliques ont réduit la
sévérité de la fusariose de blé. La concentration 1,5% (p/p) d’extrait méthanolique et 0,25%
(p/p) d’extrait éthanolique se sont avérees les plus efficaces en enregistrant les indices de
maladie les plus faibles (0,25 et 0,5 respectivement) qui sont semblables a celui enregistré par
le témoin positif (0,5) (Tableau n° 14). Les plantules inoculées non traitées ont été les plus

affectées par le pathogene en enregistrant 1’indice de maladie le plus élevé qui est égal a 3.

L’analyse de la variance pour le paramétre « indice de maladie » a révélé une différence non

significative pour les facteurs: concentration et traitement (Annexe n°® XX).

6.1.5 - Caractérisation des composés bioactifs par chromatographie sur couche mince
(CCM)

En raison de l'activité élevée des fractions méthanolique et éthanolique des palntes
étudiées, elles ont été soumises a une analyse de Chromatographie sur Couche Mince (CCM).
L’analyse par CCM a réveélé plusieurs taches de couleurs multiples ayant des rapports
frontaux compris entre 0,24 et 0,97 (Tableaux n° 15, 16 et 17). L’action de vanilline et
I’acide sulfurique sur les taches obtenues a révélé des couleurs différentes : jaune, marron,
violet...etc. (Figure n° 54). Ces couleurs indiquent la présence de multiples composés

chimiques au niveau des plantes étudiées.
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Figure n° 54 - Résultats de quelques plaques CCM utilisées (a. syteme eth/meth 6:4;
b. eth/meth 8:2 ; c. chloro/ meth 6:4 ; d. eth ac/ meth 8:2).

Les rapports frontaux calculés a partir des plaques CCM pour la plante P. harmala L.se
figurent dans le tableau n° 15.
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Tableau n° 15 - Rapports frontaux calculés des extraits méthanoliques et éthanoliques pour P.

harmala L.
meth eth Pigmentation Composes identifiés
eth/meth 6:4 0,35 0,33 | Jaune, jaune pale Flavonoides (N’gaman Kohué et al.,
0,71 0,66 2009)
eth/meth 8:2 0,75 0,77 | Jaune, jaune pale Harmine,
0,11 0,06 Harmaline (Pulpati et al., 2008)
0,55 0,11
0,6
chloro /meth 6:4 0,68 0,72 Brune Harmaline (Pulpati et al., 2008)
hex/eth ac 6:4 absence | absence / /
hex/eth ac 1:1 absence | absence Non identifié
eth ac/meth 8:2 Jaune, jaune pale | Flavonoides ((Kabran et al., 2011; Guy
0,51 0,63 et al., 2010); Tannins (Mamyrbekova-
0,61 Bekro et al.,2013a; Kabran et al., 2011)
08 0,76

Les rapports frontaux calculés a partir des plaques CCM pour la plante E. obliqua Hert. se

figurent dans le tableau n° 16.

Tableau n° 16 - Rapports frontaux calculés des extraits méthanoliques et éthanoliques pour E. obliqua Hert.

meth eth pigmentation Composés identifés
eth/meth 6:4 0,88 0,88 marron Non identifié
eth/meth 8:2 0,62 0,88 Orange, Flavonoides (N’gaman
0,71 0,95 marron,jaune Kohué et al., 2009)
0,8
0,93
chloro/meth 6 :4 0,33 0,72 | Jaune, violet et brune Flavonoides (N’gaman
0,81 Kohué et al., 2009)
0,7
hex/eth ac 6:4 absence absence / /
hex /eth ac 1:1 absence absence / /
eth ac/ meth 8:2 0,27 0,95 Jaune, violet et brune Non identifié
0,81

Les rapports frontaux calculés a partir des plaques CCM pour la plante M. vulgare L. se

figurent dans le tableau n° 17.
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Tableau n° 17 - Rapports frontaux calculés des extraits méthanoliques et éthanoliques.pour

M. vulgare L.
meth eth Pigmentation Composeés identifies
eth/meth 6:4 0,88 0,84 brune Non identifié
th/meth 8:2 0.8 0.62 iolet Saponine B stéroidienne (Mamyrbekova-
ethimeth o ’ ' viole Bekro et al. 2013a; Guy et al., 2010)
0,95
chloro/meth 6 :4 0,74 0,27 jaune, brune, Flavonols (Guy et al. 2010; N’gaman
marron Kohué et al., 2009), Tannins (Kabran et
0,52 al., 2011), Flavonoides (N’gaman Kohué et
0,62 al., 2009)
hex/eth ac 6:4 0,41 0,39 Jaune , brune Flavonoides (Djahra et al., 2012)
0,7 0,7
0,85
hex/eth ac 1:1 0,45 0,41 marron Non identifié
0,7 0,72
0,89
0,55
absence
0,97 brune Non identifié

eth ac/ meth 6:4

6.1.6 - Caractérisation des composés bioactifs par chromatographie gazeuse couplée par

spectrométrie de masse (CG-SM)

Les résultats obtenus par la CG-SM sont mis en évidence par les tableaux n° 18 et 19
et par les annexes n° XXVII et XXVIII.
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Tableau n° 18 - Composition chimique d’E. obliqu Hert.

N° Composé Temps de rétention Pourcentage (%)
(mn)
Composés majeurs
1 o - pinéne 10,842 24,197
2 Camphene 11,243 0,780
3 Thuju-2,4(10)-diéne 11,416 0,369
4 B- pinéne 12,123 0,406
5 p- cymene 13,685 1,976
6 1,8-cinéol 13,996 54,856
7 (E)-pinocarvéol 17,174 3,346
8 Pinocarvone 17,858 1,230
9 a-cubebene 23,685 0,340
10 Isolonjufoléne 24,688 0,815
11 B-gurjunene 25,350 0,685
12 Aromadendréne 25,578 8,308
13 Allo-aromadrendrene 26,145 0,875
14 H-gurjunéne 26,835 0,346
15 Germacrene-D- 27,049 0,512
16 Globulol-D- 29,387 0,608
Composés mineurs
1 a-copaene 23,756 /
2 B-caryophyléne 24,980 /

Les analyses chimiques ont montré que E. obliqua Hert. est constitué de seize
composés majeurs (a — pinéne, Camphéne, Thuju-2,4(10)-diene, B- pinene, p- cymeéne, 1,8-
cinéol, (E)-pinocarvéol, Pinocarvone, a-cubébéne, Isolonjufoléne, B-gurjunéne,
Aromadendrene, Allo-aromadrendrene, p-gurjunéne, Germacréne-D-, Globulol-D-) dont
le1,8-cinéol appelé aussi 1’eucalyptol a présenté le pourcentage le plus élevé (54,856%) et
deux composés mineurs (a-copaene, B-caryophylene) (Tableau n° 37). Le méme test a avéré
que I’espece M. vulgare L. renferment huit composés majeurs qui sont : Propanol, a — pinone,

p- cymene, 1,8 cinéole, (E) pinocarvéol, Polégone, Thymol, et aromadendréne et quatres
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composés mineurs sous forme de traces (camphor, menthone, Pinocarvone et Terpinén-4-ol)

(Tableau n°38). Pour le P. harmala L., ce test n’a pas donné de résultats interprétables.

La composition chimique de M. vulgare L. se figure dans le tableau n° 38.

Tableau n° 19 - Composition chimique de M. vulgare L.

N° composé Temps de rétention Pourcentage (%)
(mn)

Composés majeurs
1 Propanol 2,742 11,007
2 a - pinene 10,763 13,970
3 p- cymene 13,598 9,089
4 1,8 cinéole 13,828 30,287
5 (E) pinocarvéol 17,140 6,868
6 Polégone 20,041 8,031
7 Thymol 21,651 12,396
8 Aromadendrene 25,524 8,333

Composés mineurs

1 Camphor 17,317 /
2 Menthone 17,572 /
3 Pinocarvone 17,862 /
4 Terpinen-4-ol 18,243 /

6.2 - Discussion des résultats

Cette recherche s’inscrit dans le cadre de valorisation des métabolites secondaires

extraits a partir de trois plantes médicinales qui sont : P. harmala L., M. vulgare L. et E.

obliqua Hert.

6.2.1 — Discussion des résultats des analyses physicochimiques et biochimiques

Les parametres physicochimiques comme la teneur en eau et le pH ont un trées

grand intérét pour renseigner sur la préservation et la stabilité de I'échantillon pendant une

longue durée et peuvent jouer le réle d’un indicateur du degré de maturité des végétaux

(AOAC, 2002). La teneur en cendre pour E.obliqua Hert. est inférieure a celle trouvee par
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Shah et al. (2012) qui ont rapporté une teneur de 14,2% de cendre pour 1’espéce E. globulus.
Les résultats des analyses biochimiques pour I’espéce M. vulgare L. sont nettement inférieurs
a ceux obtenus par Fernandes et al. (2010) qui ont déclaré un taux de 84,74% de
carbohydrates chez 1’espéce Mentha pulegium tandis que les taux des lipides et de cendre
chez le marrube sont supérieurs (respectivement 2,22% et 5,92%) comparativement a la
menthe pouliot. Ces deux especes appartiennent & la méme famille botanique Lamiacées.
Cette différence de macronutriments au sein de cette famille pourrait étre due a plusieurs
facteurs qui entourent la plante tels que le facteur écologique, édaphique et climatique.
D’autre part, les résultats de la présente étude confirme les travaux de Lemarchand (2008)
qui a déclaré que I’eucalyptus est de pauvre qualité nutritionnelle et de composition
extrémement variable. De plus, la composition des feuilles varie d’un arbre a I’autre au sein
d’une méme espéce, suivant de nombreuses variables environnementales, mais également

suivant le patrimoine génétique de la plante et la pression de sélection exercée.

6.2.2 — Discussion des résultats de I’étude phytochimique

Le rendement d'extraction est influencé par divers facteurs tels que la méthode
d'extraction, le type du solvant, la concentration du solvant, le temps de contact, la
température d'extraction, le rapport solide / solvant et la taille de particules (Pinelo et al.,
2005 ; Chrinos et al.,2007). La variabilité des rendements trouvés pourrait étre expliquée par
I'utilisation combinée d'eau et de solvant organique qui peut faciliter I'extraction de composeés
chimiques solubles dans I'eau et / ou un solvant organique. Le choix du solvant est un facteur
critique pour le processus d’extraction (Humaira et al., 2015). Cependant, il ne faut pas
oublier que le plus grand rendement n'impose pas la garantie de l'activité biologique de
I’extrait. L'activité peut étre plus prononcée dans le solvant a faible rendement ou vice versa
(Zahra et al., 2017). Les résultats de cette étude sont comparables a celui de Dallali et al.
(2017) qui ont réalise une étude sur le M. vulgare L. et ils ont trouvé un rendement de 12,77
10,67 pour I’extraction aqueuse et de 23,60+1,15 pour 1’extrait méthanolique qui est une
valeur supérieure par rapport a celle qu’on a trouvée. L’éthanol et I’eau sont préférables pour
I’extraction car ils ont ’avantage d’étre non polluants, moins chers et non toxiques par rapport

a d’autres solvants comme le méthanol (Jokié et al., 2010).

Le criblage phytochimique a démontré que la présence et 1’absence des autres
groupes de principes actifs varient d’un extrait a un autre et d’une plante a une autre. Cela

pourrait étre attribuable a la solubilité et au poids moléculaire qui varient d'un métabolite
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secondaire a un autre. Les principaux métabolites qui sont les alcaloides, les flavonoides et
les tanins ont été présents chez I’ensemble des extraits de différentes plantes. Les alcaloides
sont parmi les métabolites secondaires des plantes qui ont le potentiel de protéger les cellules
contre les organismes étrangers en raison de leur nature toxique. Cette nature est responsable
des valeurs médicinales de diverses plantes utilisées pour la gestion du cancer humain, des
activités antipaludiques, analgésiques, antiseptiques et bactéricides (Neumann et al., 2004).
La présence d'alcaloides dans les différents extraits de plantes étudiées pourrait étre une
source utile pour des remédes a base de plantes. Les composés polyphénoliques tels que les
flavonoides sont des composants végétaux importants avec une activité antioxydante
importante et un large éventail d'activités biologiques, notamment antibactériennes, propriétés
anti-inflammatoires, analgésiques et anti-allergiques (Fergusion et al., 2001). Ces composés
sont indiqués dans plusieurs études comme piégeurs de radicaux libres contre les radicaux
anion superoxyde, lipide peroxyle et hydroxyle et mettent ainsi en évidence un bon nombre de
leurs fonctions favorables a la santé dans les organismes, ce qui est important pour la
prévention des maladies associées aux dommages oxydatifs des membranes, des protéines et
des ADN (Oyedemi et al.,2010). La présence de tanins dans les extraits de plantes étudiées
confére une crédibilité a l'utilisation ethnomédicinale de I'extrait dans le traitement de diverses
maladies. Plusieurs chercheurs ont signalé I’importance des tanins pour la prévention et le
traitement du cancer, le traitement des tissus ulcérés, I’inhibition de I'oxydation lipidique,
I’antibactérien et amélioration de l'insuffisance rénale (Yokozawa et al., 1993;
Dharmananda et al., 2003).

Des travaux réalisés sur le dosage des polyphénols totaux par Khaled-Khodja et al.
(2014) ; Luis et al. (2014) ; Bouabelli et al. (2016) ont démontré la richesse des extraits de
ces plantes en composé€s phénoliques avec des teneurs qui sont comparables a celles qu’on a
trouvées. Plusieurs études ont montré que la teneur en polyphénols varie selon la polarité des
solvants. Par exemple, le méthanol absolu a été utilisé pour I'extraction de polyphénols de thé
(YYao et al., 2006) et 50% d'acétone pour I'extraction des composés phénoliques totaux du blé
(Zhou et Yu, 2004), qui ont éete jugés plus efficaces que I'eau. De plus, Hayouni et al.,
(2007) ont signalé que I'eau et les solvants organiques utilisés individuellement ou en mélange
tels que l'acétone /eau / acide acétique (90 / 9,5 / 0,5) et acétate d'éthyle / méthanol / eau
(60/30/10) ont affecté de maniére significative la teneur totale en polyphénols des extraits de

fruits de Quercus coccifera L. et Juniperus phoenicea L. D’autre part, les variations des
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teneurs en composés phénoliques sont souvent considérables d’une espeéce a [’autre, a

I’intérieur de la méme espece et selon les variétés considérées.

Quant aux flavonoides qui sont la forme de composés phénoliques la plus répandue
et la plus diversifiée (Zahra et al., 2017), il était démontré que I'addition d'eau aux solvants
organiques (en particulier [I'éthanol ou le méthanol) ont amélioré le rendement d'extraction
des flavonoides (Robards et Antolovich 1997).

La variation de la teneur en tanins pourrait s’expliquer par le fait que 1I’extraction des
tanins condensés, dépend de leur nature chimique, du solvant utilisé et des conditions
opératoires (Deba et al., 2008). La présence des tanins suggere aux plantes étudiées la
capacité de jouer un réle majeur en tant qu’agent antimicrobien et antioxydant (Tepe et al.,
2006).

6.2.3 — Discussion des résultats de I’activité biologique des extraits

Selon khaled-khoudja et al. (2014), la valeur la plus faible d’IC50 représente
I'activité antioxydante la plus élevée de I'extrait, il semble donc que I'extrait méthanolique ait
le pouvoir antioxydant le plus intéressant (10,86 +0,005 pg/ml; 73,460,005 pg/ml
et73,46+0,005 pg/ml pour le M. vulgare L., P. harmala L.et Eucalyptus obliqua Hert.
respectivement) par rapport aux autres extraits ce qui pourrait étre attribué a la présence de
composés bioactifs qui ont la capacité d’interagir avec les radicaux libres en agissant comme
donneur d'électrons ou hydrogene. Les substances a base de plantes sont utilisées contre les
radicaux libres qui sont liés a plusieurs pathologies telles que le cancer et les maladies
neurodégénératives (Bey-Ould Si Said, 2016). lls sont également utilisés pour éviter la
détérioration de la qualité organoleptique et hygienique des aliments (Hale et al., 2008).

De nombreux travaux soulignent 1’effet antibactérien des principes actifs naturels. En
effet, Djahra et al., (2012) ; Bouharb et al. (2014), Bey-Oueld Si Said et al. (2016) et
Bouabdelli et al. (2016) ont démontré I’effet antibactérien du marrube blanc , eucalyptus et le
harmal. Du fait que la principale cible de ces composés naturels est la membrane bactérienne,
I’activité antibactérienne des substances naturelles s’explique par la lyse de ces membranes.
Les huiles essentielles, flavonoides, alcaloides voire méme les tanins pourraient induire une
fuite d’ions potassium au niveau de la membrane et par voie de conséquences des 1ésions

irréversibles au niveau de cette membrane (Djahra, 2014).
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L’étude microscopique des souches fongiques a montré un myceélium cloisonné avec
I’apparition de macronidies avec une présence ou absence des micronidies et des
chlamydospores. Selon Leslie et Summerell (2006) et Tivoli (1988), les souches étudiées
appartiennent aux especes suivantes : Fusarium culmorum, Fusarium oxysporum et Fusarium

roseum.

L’effet antifongique des extraits sur les souches F. culmorum, F. oxysporum et F. rosum in
vitro se concorde avec plusieurs travaux qui ont montré que les extraits de plantes peuvent
contréler les champignons anamorphiques pathogénes des plantes (Parveen et Kumar, 2000
; Bhatm, 2001 ; Agrios, 2005). Afin de réduire la dépendance aux fongicides synthétiques,
des méthodes alternatives pour lutter contre F. oxysporum ont été testées en utilisant des
composés naturels dérivés de plantes (Bowers et Locke, 2000; Tegegne et Pretorius, 2007;
Hassanein et al., 2010; Parvu et al., 2011). Plusieurs études ont été menées sur le
mécanisme d'action des extraits des plantes sur les champignons. Cette fonction pourrait étre
attribuée aux composés phenoliques qui ont une activité antifongique (Douadi et al., 2017).
Ces composés peuvent agir en altérant la structure de la membrane cellulaire, en inhibant la

croissance myceélienne (Ghani et al., 2008 ; Yan et al., 2008).

L’effet des extraits éthanoliques et méthanoliques d’E. obliqua Hert. sur la
germination des graines du blé dur (var. vitron) a montré des résultats qui sont en accord
avec ceux obtenus par Ahmed et al. (2008) qui ont déclaré que les feuilles d'E. camaldulesis
ont induit des effets inhibiteurs sur quelques cultures forestiéres et agricoles. Ils ont également
constaté que l'effet dépend de la concentration de I’extrait et le type d'espece réceptrice. Du
méme, Abdelgaleil et Hashinaga (2007) ont trouvé que les sesquiterpenes extraites des
feuilles de Magnolia grandiflora L. réduisent la germination des graines du blé. Cependant,
Rongai et al.(2016) ont démontré qu’a de faibles concentrations, il n'y avait aucun effet
allélopathique des extraits de grenadier sur la germination des graines de tomate ce qui peut
étre expliqué par le fait que l'allélopathie ne se manifeste que lorsqu’une quantité suffisante

des substances allélopathiques atteint la graine cible, ¢’est un effet concentration-dépendant.

Les résultats du test de l’activité antifongique de I’extrait méthanolique et
¢thanolique d’E. obliqua Hert. contre F. culmorum in vivo se sont avérés généralement en
concordance avec le travail de Hassenein et al. (2010), qui ont rapporté que les pulvérisations
foliaires d'extraits aqueux de feuilles du Neem réduisaient la gravité de la fusariose. Pour
controler les agents pathogenes, des extraits de plantes ont été utilisés comme agents
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antifongiques. Ces extraits peuvent étre facilement préparés par les agriculteurs (Okigbo et
Nameka, 2005).

6.2.4 — Discussion des résultats de la caractérisation des composés bioactifs par

chromatographie sur couche mince(CCM)

La caractérisation des composés bioactifs par chromatographie sur couche mince
(CCM) des extraits méthanoliques et éthanoliques a révélé la richesse des plantes étudiées en
composés phénoliquess tels que les flavonoides (Kabran et al., 2011; Guy et al., 2010) et les
tanins (Mamyrbekova-Bekro et al., 2013a; Kabran et al., 2011) pour I’ensemble des
plantes. A ceci, s’ajoute harmine, harmaline et vasicinone chez I’espéce P. harmala L.
(Pulpati et al., 2008).

6.2.5 — Discussion des résultats de la caractérisation des composeés bioactifs par
chromatographie gazeuse couplée par spectrométrie de masse (CG-SM)

Les analyses chimiques par GC-MS ont montré une variabilité de principes actifs
qui rentrent dans la composition chimique de M. vulgare L. Ce test a démontré que cette
plante présente une différence originale de point de vue composition, avec celle de I'Egypte
dont les principaux composés étaient le tricycléne, le B-pinene, le bisabolol, I'3-élemone et
I'isomenthon-8-thiol (Kadri et al.,2011), de Tunisie dont les composés majoritaires sont le ¥-
eudesmol (11,93%), B-citronellol (9,90%), citronellyl formate (9,50%) et germacréne-D-
(9,37%) (Hamdaoui et al.,2013), et celle d'autre régions de I'Algérie dont les principaux
constituants de Marrubium vulgare L. étaient le 4,8,12,16-tétraméthyl heptadécane-4-olide
(16,97%), le germacréne D-4-o0l (9,61%), 'a-pinéne (9,37%), phytol (4,87%), hydro-sabina
cétone (4,12%), piperitone (3,27%), o-cadinéne (3,13%), 1-octéne-3-ol (2,35%) et
benzaldéhyde (2,31%) (Santos et al., 2006). Cependant, Bhagat et ses collaborateurs
(2016) ont confirmés les résultats obtenus en démontrant que I’huile essentielle d’E.
lancdeolatus contient les mémes composés majeurs trouves dans cette étude qui sont: o —
pinéne, eucalyptol, para-cymene et B- pinéne. Ces chercheurs ont déclaré que les composes
majeurs cités précédemment possedent des propriétés antioxydantes, antibactériennes et

d’autres activités thérapeutiques.
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Conclusion

De nos jours, le secteur des plantes aromatiques et medicinales (PAM) concerne
majoritairement des marchés tels que la parfumerie, la cosmétique, 1’aromathérapie et
I’agroalimentaire et il est en constante progression (Bouzabata, 2015). En Algérie, ce secteur
est encore balbutiant contrairement au Maroc et a la Tunisie qui possedent dans ce domaine
un savoir-faire plus affirmé et son développement passe d’abord par une meilleure

connaissance de la composition chimique des composes bioactifs.

Cette étude a été menée sur la caractérisation physicochimique et biochimique de trois
espéces de plantes médicinales qui sont : Eucalyptus obliqua Hert. , Marrubium vulgare L. et
Peganum harmala L. et aussi la mise en évidence des profils phytochimiques et des activités

biologiques de leurs extraits méthanolique, éthanoliques et aqueux.

Les résultats obtenus ont montré que les trois plantes sont de pauvre qualité
nutritionnelle. L’étude phytochimique des extraits méthanoliques, éthanoliques et aqueux, a
permis d’obtenir des rendements qui varient d’un extrait a un autre et d’une plante a une autre.
Le rendement le plus élevé a été enregistré au niveau d’extrait éthanolique pour les trois
plantes étudiées (E. obliqua Hert. (30,33 £0,08 %), P. harmala L. (26,21 +0,50 %) et M.
vulgare L. (22,42 +0,80 %). Le criblage phytochimique a révélé que I’ensemble des extraits
de plantes étudiées renferment les composés suivants : les alcaloides, les flavonoides et les
tanins. Quantitativement, I’extrait méthanolique d’E. obliqua Hert. a donné les plus fortes
teneurs en polyphénols totaux, flavonoides et tanins condensés de l'ordre de 231,58
10,40 mg EAG/g MS, 32,06 £0,57 mg EQ/g MS et 38,57+0,00 mg EQ/g MS respectivement
par rapport a 1’extraits éthanolique et aqueux de cette espéce et a I’ensemble des extraits de

M. vulgare L. et P. harmala L.

L’évaluation du pouvoir antioxydant a révélé in vitro des capacités antioxydantes chez
tous les extraits. Les activités les plus potentielles par le mécanisme de piégeage direct des
radicaux libres par la méthode de DPPH sont prouvées par 1’extrait éthanolique de M. vulgare
L. (ECso= 10,86 + 0,005 pg/ml).

Le test antibactérien in vitro a montré que les souches bactériennes étudiées ont réagi
plus ou moins bien selon la nature des extraits végétaux. L’extrait éthanolique d’E. obliqua
Hert. s’est révélé actif contre les souches bactériennes: Bacillus subtilis ATCC
6633, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Erwinia amylovora avec un diametre

d’inhibition supéricur a 10 mm. Du méme, Pseudomonas aeruginosa a presenté une
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sensibilité aux extraits méthanolique et éthanolique de M. vulgare L. (10,04£0,44 mm et
10,27+0,27 mm respectivement) et aussi a I’extrait aqueux d’E. obliqua Hert. (13,6£0,0 mm).
La souche Erwinia carotovra semble étre résistante a 1’ensemble des extraits végétaux
(0+0,00mm). Toutes les souches bactériennes utilisées révelent une résistance a 1’antibiotique
Oxacilline (0+£0,00mm) et une sensibilité aux deux autres antibiotiques (entre 16,33+0,57 et
19,66 £0,57 mm pour le Doxcycline ; entre 18,66+2,30 et 20 0,00 pour le Nitroxoline).

Le test de I’activité antifongique in vitro a démontré que les extraits éthanoliques et
méthanoliques se sont révélés plus actifs contre les trois souches fongiques par rapport aux
extraits aqueux chez ’ensemble des plantes étudiées. L’extrait éthanolique d’E. obliqua Hert.
(1,5% (m/v)) a enregistré les taux d’inhibition plus élevés qui sont de 1’ordre de 81,98 +0,57%
contre F. culmorum, 65,88 +0,57 % contre F. oxysporum et 76,01 +0,71 % vis a vis F. roseum
comparativement au reste des extraits de plantes. Cependant, le fongicide synthétique
(Tachigazole) a inhibé complétement la croissance de F. culmorum (100 0,00 %). Ce
dernier a montré des pourcentages d’inhibition de 77,64 £1,17 et 61,17 +0,30 % contre F.

oxysporum et F. roseum respectivement.

Le test de I’efficacité in vivo des extraits hydroalcooliques d’E. obliqua Hert., a
démontré que I’extrait méthanolique (1,5 % (p/p)) et I’extrait éthanolique (0,25 % (p/p)) ont
amélioré le développement des plantules en enregistrant les valeurs les plus élevées de la
longueur de racine (34,33 £0,57 cm et 32,16 +1,32 cm respectivement ),de la longueur de la
partie aérienne (41,66 +0,57 cm et 48 £2,51 cm respectivement), du poids frais (2,39 £0,70 et
1,19 £0,35g respectivement), du poids sec (0,372 +0,10 et 0,45 £0,06 g respectivement) et du
nombre de feuilles (7,33 +1,15 et 7,33 £0,57 respectivement) comparativement au témoin
négatif et au reste des concentrations des deux extraits. Les plantules traitées avec le fongicide
synthétique ont présenté des résultats qui se rapprochent de ceux enregistré par [’extrait
méthanolique (1,5 % (p/p)) et I’extrait éthanolique (0,25 % (p/p)). Cependant, le témoin
inoculé a présenté le plus faible développement des plantules. Ces extraits ont également

réduit la sévérité de la fusariose de blé.

La caractérisation des composés bioactifs par chromatographie sur couche mince
(CCM) a décelé la richesse des espéces végétales étudiées en molécule actives principalement
les composeés phénoliques tels que les flavonoides et les tanins qui pourraient étre 1’origine de
I’activité biologique de ces plantes. Du méme, la chromatographie gazeuse couplée par

spectrométrie de masse (CG-SM) a montré une variabilité du point de vue composition
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chimique entre E. obliqua Hert. et M. vulgare L. Les composés majeurs o — pinene,
Camphéne, Thuju-2,4(10)-diéne, B- pinene, p- cymene, 1,8-cinéol, (E)-pinocarvéol,
Pinocarvone,  o-cubébéne, Isolonjufoléne,  B-gurjunene,  Aromadendréne,  Allo-
aromadrendrene, p-gurjunéne, Germacrene-D-, Globulol-D-) correspondent a la plante E.
obliqua et Propanol, o — pinone, p- cymeéne, 1,8 cinéole, (E) pinocarvéol, Polégone, Thymol,

aromadendréne pour M. vulgare L.

En conséquence, les plantes étudiées ont un potentiel antioxydant et antimicrobien
tres importants et pourraient étre exploitées comme une source d’agents antioxydants
(particulierement M. vulgare L.) antibactériens naturels (surtout E. obliqua Hert.), pour traiter
les maladies infectieuses et autres pathologies liées au stress oxydant chez I’homme. Les
extraits d’E. obliqua Hert. pourraient étre valorisés dans le domaine agricole comme
biofongicide pour diminuer les dégats causés par la fusariose de blé et éviter les problemes de
résistance aux fongicides synthétiques et leurs effets secondaires sur I’homme et

I’environnement.

Au terme de ce travail, il serait souhaitable de renforcer les résultats obtenus in
vivo par des essais en plein champs et d’exploiter les activités biologiques in vitro comme un
point de départ essentiel pour entreprendre des études in vivo sur modele animal. 1l serait
important de tester I’effet herbicide des plantes étudiées sur les mauvaises herbes et I’effet

insecticide sur les ravageurs des cultures.

D’autre part, il serait intéressant d’utiliser les autres méthodes d’extraction, de
séparation et de caractérisation pour mettre en évidence tous les principes bioactifs. A ceci,
s’ajoute la combinaison de plusieurs extraits des plantes et tester 1’efficacit¢ de ces
formulations. En outre, il serait nécessaire de poursuivre les travaux sur les composes isolés
afin de révéler leur mécanisme d'action et d’explorer les activités antivirales des produits purs
ayant montré un effet antibactérien pour résoudre les problémes de santé publique représentés

par les virus pour lesquels il n’existe pas du traitement.

Dans le contexte de la lutte biologique, il serait intéressant de tester 1’efficacité de la
combinaison des extraits des plantes médicinales avec des agents biologiques (Trichoderma,
Bacillus....) pour contrdler les bio-agresseurs des cultures en évitant le phénomeéne de
résistance aux produits synthétiques et leurs effets secondaires sur 1I’Homme et

I’environnement.
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Annexe | — Résultats de quelques tests phytochimiques

a. Test des alcaloides (extrait méthanolique) b. Test d’anthocyanes (extrait aqueux)

c. Test de stéroides (extrait éthanolique) d. Test de mucilage (extrrait méthanolique)



Annexe Il - Analyse de la variance a un facteur de 1’effet des extraits sur le rendement

d’extraction

Sourcedes  Somme des Degré de

variations carrés

Moyenne des

Probabilité Valeur critique

pour F

Entre 208,2383407

104,1191704 4,458233503 0,022572326 3,402826105

Groupes
A l'intérieur 560,5045333 23,35435556
des groupes
Total 768,7428741
Annexe 111 - Analyse de la variance de 1’effet des solvants sur la teneur en polyphénols

Source des Somme des  Degré de Moyenne des

Valeur critique

variations carrés liberté Probabilité pour F
Entre

Groupes 85216,19907 8 10652,02488 6,819471367 0,000367899  2,510157895
A

I'intérieur

des groupes 28116,028

Total 113332,2271

18 1562,001556

Annexe 1V - Analyse de la variance de I’effet des solvants sur la teneur en flavonoides.

Moyenne des

Valeur critique
Probabilité pour F

Somme des
Source des variations carrés
Entre Groupes 2206,92303
A l'intérieur des
groupes 294,4242

Total 2501,34723

275,8653787 16,8653827

0,0000006  2,510157895




Annexe V - Analyse de la variance de 1’effet des solvants sur la teneur en tanins condensés

Valeur
Source des Somme des Degré de  Moyenne des critique pour
variations carrés liberté carrés F Probabilité F
Entre Groupes 652,3630296 2 326,1815148 3,26940119 0,05550229 3,402826105
A l'intérieur des
groupes 2394,431244 24 99,76796852
Total 3046,794274 26

Annexe VI- Analyse de la variance de ’effet des solvants sur les IC50

Valeur
Source des Somme des Moyenne des critique pour
variations carres Degré de liberté carrés F Probabilité F
Entre Groupes  54400,73407 8 6800,091759 2,35840818 0,06228049 2,510157895
A l'intérieur
des groupes 51900,11333 18 2883,33963
Total 106300,8474 26

Annexe VII - Analyse de la variance de 1’effet des concentrations sur F. culmorum

Source des Somme des  Degréde  Moyenne des Valeur critique
variations carrés liberté carrés F Probabilité pour F
Entre Groupes 9053,94632 2 4526,97316 9,91074866 0,00014613 3,11379226

A l'intérieur des
groupes 35628,3787 78 456,774086
Total 44682,325 80




Annexe VIII - Analyse de variance de I’effet des extraits sur F. culmorum

Source des Somme des  Degré de  Moyenne des Valeur critique
variations carrés liberté carrés F Probabilité pour F
Entre Groupes 30290,81 26 1165,03116 4,37144266 0,0000024 1,7016361

A l'intérieur des
groupes 14391,515 54 266,509536
Total 44682,325 80

Annexe IX - Analyse de variance de I’effet des concentrations sur F. oxysporum

Source des Somme des  Degré de  Moyenne des Valeur critique
variations carres liberté carrés F Probabilité pour F
Entre Groupes 16120,771 2  8060,38552 36,9309868 0,0000000000052 3,11379226

A l'intérieur des
groupes 17023,9175 78  218,255352
Total 33144,6885 80

Annexe X - Analyse de variance de I’effet des extraits sur F. oxysporum

Source des Somme des  Degré de  Moyenne des Valeur critique
variations carrés liberté carrés F Probabilité pour F
Entre Groupes 10490,5989 26 403,484574 0,96177632 0,52984672 1,7016361

A l'intérieur des
groupes 22654,0896 54 419,520177
Total 33144,6885 80




Annexe XI - Analyse de variance de I’effet des concentrations sur Fusarium roseum

Valeur
Source des Somme des Degré de Moyenne des critique pour
variations carrés liberté carrés F Probabilité F
Entre Groupes 25253,6117 2 12626,8058 52,7448447 0,000000000000003  3,11379226
A l'intérieur des
groupes 18672,7416 78 239,394123
Total 43926,3532 80

Annexe XII - Analyse de variance de I’effet des extraits sur F. oxysporum

Source des Somme des  Degré de Moyenne des Valeur critique
variations carrés liberté carrés F Probabilité pour F
Entre Groupes 9321,95282 26 358,536647 0,55949471 0,94569221 1,7016361

A l'intérieur des
groupes 34604,4004 54 640,82223
Total 43926,3532 80
Annexe XIII - Analyse de variance de 1’effet des concentrations sur le pourcentage de
germination.

Source des Somme des  Degréde  Moyenne des Valeur critique
variations carrés liberté carrés F Probabilité pour F
Entre Groupes 1225 2 612,5 5,65384615 0,01479326 3,68232034

A l'intérieur des
groupes 1625 15 108,333333

Total

2850 17




Annexe X1V - Analyse de variance de 1’effet des extraits sur le pourcentage de germination

Source des Somme des  Degréde  Moyenne des Valeur critique
variations carrés liberté carrés F Probabilité pour F
Entre Groupes 616,666667 5 123,333333 0,66268657 0,65869166 3,10587524

A l'intérieur des
groupes 2233,33333 12 186,111111
Total 2850 17

Annexe XV - Analyse de la variance de I’effet des concentrations et des traitements
sur le poids frais.

Valeur
Sourcedes  Somme des  Degré de Moyenne des critique pour
variations carrés liberté carrés F Probabilité F
Traitements 2,62870667 5 0,52574133 2,34148804 0,07922964 2,71088984
concentration 1,94118 4 0,485295 2,16135267 0,11060325  2,8660814

Erreur 4,49066 20 0,224533

Annexe XVI - Analyse de la variance de I’effet des concentrations et des traitements sur le

poids sec.
Source des Somme des Degré de Moyenne des Valeur critique
variations carrés liberté carrés F Probabilité pour F
Traitements 1,17407257 6 0,19567876 0,62781114 0,70594875 2,99612038
Concentrations 9,75090124 2 4,87545062 15,6422811 0,00045403 3,88529383
Erreur 3,74020943 12 0,31168412

Total 14,6651832 20




Annexe XVII - Analyse de la variance de ’effet des doses et des traitements sur le nombre de

feuilles.

Source des Somme des Degré de Moyenne des Valeur critique
variations carrés liberté carrés F Probabilité pour F
traitements 427777778 5 0,85555556 1,63829787 0,23664624 3,32583453
Concentrations 2,11111111 2 1,05555556 2,0212766 0,18313427 4,10282102
Erreur 5,2222222?2 10 0,52222222
Total 11,6111111 17

Annexe XVII1- Analyse de la variance de I’effet des doses et des traitements sur la longueur

de racine.

Source des Somme des Degré de Moyenne des Valeur critique
variations carrés liberté carrés F Probabilité pour F
Traitements 195,111111 5 39,0222222 1,57789509 0,25193812 3,32583453
Concentrations 179,694444 2 89,8472222 3,63304504 0,06516734 4,10282102
Erreur 247,305556 10 24,7305556
Total 622,111111 17

Annexe XIX - Analyse de la variance de I’effet des concentrations et des traitements sur la

longueur de la partie aérienne.

Source des Somme des Degré de Moyenne des Valeur critique
variations carrés liberté carrés F Probabilité pour F
Traitements 195,111111 5 39,0222222 1,57789509 0,25193812 3,32583453
Concentrations 179,694444 2 89,8472222 3,63304504 0,06516734 4,10282102
Erreur 247,305556 10 24,7305556
Total 622,111111 17




Annexe XX - Analyse de la variance de I’effet des doses et des traitements sur I’indice de

maladie.
Source des Somme des Degré de Moyenne des Valeur critique
variations carrés liberté carrés F Probabilité pour F
Concentrations 0,21333333 2 0,10666667 0,11657559 0,89559543 19
Traitements 0,54 1 0,54 0,59016393 0,52266563 18,5128205
Erreur 1,83 2 0,915

Total 2,58333333 5




Annexe XXI - Effet de I’extrait méthanolique d’E. obliqua Hert. sur la croissance mycélienne
de F. culmorum in vitro.



Annexe XXII - Effet de I’extrait éthanolique d’E. obliqua Hert. sur la croissance mycélienne
de F. culmorum in vitro.



Annexe XXIII - Effet de I’extrait méthanolique de M. vulgare L. sur la croissance
mycélienne de F. culmorum in vitro.



Annexe XXIV - Effet de I’extrait éthanolique de M. vulgare L.sur la croissance myceélienne
de F. culmorum in vitro.



=

Annexe XXV -Effet de I’extrait méthanolique d ’E. obliqua Hert. sur le développement des
plantules.



Annexe XXVI -Effet de I’extrait éthanolique d’E. obliqua Hert.
sur le développement des plantules.
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ABSTRACT

Marrubium vulgare L. is a spontaneous plant of great medicinal value due to the presence of
secondary metabolites. Our work aims to study the physicochemical and phytochemical
profile of this species. The results of the physicochemical analyzes showed that Marrubium
vulgare L. has a sugar content of 5.91%, a lipid content of 4.12%, a total fiber content of
6.42%, a water content of 42.42%, an ash content of 17.76%, a solids content of 2.5 degrees
of Brix, an electrical conductivity of 4.06 mS/cm? and a pH of 4.8. Regarding the results of
the various phytochemical tests, the latter revealed the presence of catholic tannins, saponins,
flavonoids, alkaloids and mucilage in the horehound. However, the absence of anthocyanins,
glycosides, quinones, anthraquinones and irroids has been noted.
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1. INTRODUCTION

La famille des lamiacées avec environ 230 genres et 7100 espéces, possede une grande
importance en raison de leurs utilisations en médecine, en cuisine et en cosmétique [1]. Les
plantes de ces familles sont réputées biologiquement actives par leurs composés phénoliques.
C’est le cas de Marrubium vulgare L. communément appelé en Europe « marrube blanc » et
dans la région méditerranéenne « Marute » ou « Merriouet », qui est une plante herbacée
vivace originaire d'Europe, d'Afrique du Nord et d'Asie [2,3].

En Algerie, Marrubium vulgare L. est utilisée en médecine traditionnelle pour traiter plusieurs
maladies digestives, la diarrhée, ainsi que le diabéte, les rhumatismes, la bronchite aigué ou
chronique, la toux, I'asthme et d'autres infections respiratoires [4].

Des études phytochimiques sur M. vulgare L. avaient démontré a sa richesse en multiples
métabolites secondaires telles que les diterpénes [5], les esters de phénylpropanoides [6], les
tanins [7], les flavonoides [8], et les stérols [9]. Ces composés bioactifs peuvent étre
influencés par le site géographique, les conditions climatiques, édaphiques et la date de
récolte.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a la carractérisation physicochimique,

biochimique et phytochimique de cette espéce végétale récoltée du centre-ouest de 1’ Algérie.

2. MATERIEL ET METHODES

Mateériel vegétal : La partie aerienne de Marrubium vulgare L. a été récoltée en avril 2017
dans la région de Tissemsilt (Algérie). Le matériel végétal a été seché a I’air libre, broyé a
I’aide d’un broyeur électrique. Afin de décrire le profil physicochimique, biochimique et
phytochimique de cette plante de multiples analyses ont été réalisées sur le marrube blanc.

Les analyses physicochimiques et biochimiques : Ces analyses ont été portées sur la mesure
des parameétres suivants : pH, teneur en eau, conductivité électrique, taux de solides solubles,
taux des sucres totaux, taux de lipide, taux de fibres totales et taux de cendre.

Détermination du pH : La mesure a été réalisée en plongeant 1’électrode du pH-métre dans
la solution de Marrubium vulgare L. [10].

Détermination de la teneur en eau : La teneur en eau est mesurée en déterminant la perte de
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poids de I’échantillon (5g) aprés son séchage a 105° pour 4 heures. La teneur en eau est
calculée par la formule suivante [11] :

TE = [P1-P2/Po] % 100

TE : Teneur en eau (%) ;

Po : Poids de la prise d’essai (Q);

P1: Poids du creuset plus échantillon avant étuvage (9) ;

P2 : Poids du creuset plus échantillon apres étuvage (g).

Détermination de la conductivité électrique : L’électrode de conductimétre a été plongée
dans une solution a 20 % de matiere seche [12].

Détermination du taux des solides solubles : Le taux de solides solubles (TSS) exprimé en
degré Brix est déterminé a 1’aide d’un réfractometre [11].

Détermination de la teneur en sucres totaux : Dans un tube a essai, 1ml de phénol (5%) et 5
ml d’acide sulfurique concentré (96%) ont été ajoutés & 1ml de la solution a analyser. Aprés
10 minutes, le mélange a été placé dans un bain-marie pendant 20 minutes a 25-30°C. La
lecture de I’absorbance a été faite a 490 nm et la concentration en sucres totaux a €té
déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage le glucose [13]. La quantité des sucres
totaux est déterminée a partir de la courbe d’étalonnage par la formule suivante [14] :

ST = [(X .V.D)/P].100

Dont :

ST : Taux de sucres totaux (%);

X : Quantité de sucres calculée a partir de la courbe d’étalonnage (mg/ml) .

D : Facteur de dilution ;

V : Volume de la solution analysée (ml);

P : Poids de la prise d’essai (g).

Détermination de la teneur en lipides : 10g de I'échantillon a été pesé et versé dans une
cartouche qui a été fermée par un morceau de coton et placée dans I’extracteur « Soxhlet » ou
le solvant utilisé est I’hexane. Aprés 6 heures d’extraction, la totalit¢ du solvant a été
récupérée par un rotavapeur [15] et le residu a été placé dans une étuve a 105°C afin

d’éliminer les traces du solvant [16]. Le taux des lipides est calculé par la formule suivante :
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TL = [P2-P1/Po] x100

Dont : TL : Taux de lipides (%) ;
Po : Poids de la prise d’essai ();
P1 : Poids du ballon vide (9) ;

P2 : Poids du ballon + matiére grasse (g).

Détermination du taux de fibres totales : Les fibres sont déterminées par la méthode de
Weende (1967) citée par [17] qui consiste en une double hydrolyse acide par sulfurique
(1.25%) suivie par une hydrolyse alcaline ou basique par 150 ml de KOH (1.25%) de 1g de
I’échantillon. Par la suite, le résidu a été séché par étuvage a 105°C jusqu’a I’obtention d’un
poids constant. Aprés étuvage, Le résidu a été calciné dans un four a moufle pendant 3 heures a
550°C puis repesé apres refroidissement dans un dessiccateur [11]. La teneur en fibres est

calculée selon la formule suivante [11]
FB = [P1-P2/Po] x 100
Dont : FB : Fibre brute (%) ;
Po: Prise d'essai (Q) ;

P1: Poids du creuset aprés étuvage () ;

P2: Poids du creuset aprés incinération (g).

Détermination du taux de cendres : 10 g de notre échantillon ont été mis dans des creusets
et incinérés dans un four a moufle a haute température (600°C) pendant cinq heures jusqu’a
I’obtention de cendres blanchatres a poids constant [14,18]. Le taux de cendres est calculé par
la différence de poids avant et aprés incinération par la formule suivante [11] :

TC= [P2-P1/Po] % 100

TC : Taux de cendre (%) ;

Po: Poids de la prise d’essai (g);

P1: Poids des creusets vide () ;

P2 Poids des échantillons aprés incinération (g).

Screening phytochimique de Marrubium vulgare L. : Les différents tests phytochimiques
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réalisés sur la partie aérienne de Marrubium vulgare L. selon [19] ; [20]; [21];[22]; [23];[24] ;
[25]:

Anthocyanes : 5ml d’infusé + quelques goutes d’HCI = Coloration rouge

Alcaloides : 0,5 a 0,6 g de I’extrait méthanolique + 8 ml d’HCI (1%) + chauffage au bain
marie 2mn + filtration. 2ml du filtrat + le réactif de Wagner ou Bouchardat = Formation de
turbidité ou de précipité.

Anthraquinones : 2 ml du macérat +1 ml d’ammoniaque (10%) = Phase aqueuse rose rouge
Flavonoides : Test d’acétate du plomb = Précipité de couleur jaune

Glycosides cardiaques : 5 ml d’extrait aqueux + acide acétique glacial + une goute de FeClI3
+ 1ml de H2SO4 concentré = Apparition d’un anneau brun.

Irroides : 2 ml d’infusé + quelques goutes d’HCI + chauffer un peu = Coloration bleue
Mucilage : 1 ml d’infusé + 5 ml d’éthanol absolu + incubation pendant 15 min = Apparition
d’un précipité floconneux.

Phlabotanins : 2 ml de macérat + 1 ml d’HCI dilué (2%) et porter a ébullition pendant
guelques minutes = Précipité rouge.

Quinones : Humecter 2g de poudre par 2 ml d’HCI1 + 20ml de chloroforme. Aprées 3 heures le
filtrat est agité avec5Sml d’ammoniaque (1/2) = Coloration rouge.

Saponines : Faire bouillir 2g de poudre avec 20 ml d’H20 + filtration. 10 ml du filtrat + 5 ml
d’H20 + agitation vigoureuse = Formation d’une mousse persistante stable.

Tanins galliques : 1,5 g de poudre + 2 ml de méthanol (80%) + agitation pendant 15 min +
filtration + ajout de FeCI3 (1%) = Coloration bleue noire.

Tanins cathéchiques : 1,5 g de poudre + 2 ml de méthanol (80%) + agitation pendant 15 min

+ filtration + ajout de FeClI3 (1%) = Coloration brune verdatre.

3. RESULTATS ET DISCUSSION
Les résultats des parameétres physico-chimiques et biochimiques de la partie aérienne du

marrube blanc sont présentés dans le tableau suivant (Tableau 01):



M. Moulay et al. J Fundam Appl Sci. 2020, 12(2), 728737 733

Tableau 1. Analyses physicochimiques de Marrubium vulgare L.

Paramétre pH Teneur en eau Conductivité Taux de solides
électrique solubles
Résultats 4.8 +/-0.02  42.42% +/-0.36 4.8 +/- 0.0 mS/cm?  2.5+/-0.0 degré de
Brix

L’¢étude physicochimique de Marrubium vulgare L. a monté respectivement une teneur
d’humidité égale a 42.42 +/-0.02 %, un PH de 4.8 +/-0.02, une conductivité électrique de 4,8
+/-0.0 mS/cm? et un taux de solides solubles égal a 2.5+/-0.0 degré de brix. Les paramétres
physicochimiques comme la teneur en eau et le pH ont un trés un grand intérét pour
renseigner sur la présevation et la stabilité de I'échantillon pendant une longue durée et

peuvent jouer le role d’un indicateur du degré de maturité des végétaux [10,26].
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Fig.1. Analyses biochimiques de la partie aérienne de Marrubium vulgare L.

L’étude biochimique de la partie aérienne du marrube blanc a révélé les pourcentages
suivants : 5.91% + /- 0.13 de sucres totaux, 4.12 % + /- 0.07 de lipides, 6.42% + /- 1.74 de
fibres totales et 17.76% + /- 1.10 de cendre. Les résultats obtenus ont été nettement inférieures
a ceux obtenus par [27] qui ont déclaré un taux de 84.74 de carbohydrates chez 1’espéce
Mentha pulegium tandis que les taux des lipides et de cendre chez le marrube ont été

supérieurs (respectivement 2.22% et 5.92%) comparativement a la menthe pouliot. Ces deux
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especes appartiennent a la méme famille botanique : Lamiacées. Cette différence de
macronutriments au sein de cette famille pourrait étre due a plusieurs facteurs qui entourent la
plante tels que le facteur écologique, édaphique et climatique.

Description phytochimique de Marrubium vulgare L.

Les résultats de screening phytochimique ont révélé que Marrubium vulgare L. renferme six
métabolites secondaires : les alcaloides, les flavonoides, le mucilage, les phlabotanins, les
tanins catéchiques et les saponines et par contre, on a constaté 1’absence d’autres principes
actifs tel que les anthocyanes, les glycosides cardiaques, les quinones, les irroides et les tanins
galligues. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par [28] qui a démontré la présence
saponines, tanins catéchiques et les flavonoides au niveau de cette plante. [29] a isolé un
grand nombre de métabolites secondaires telles que les flavonoides, les iridiodes, les
sesquiterpeénes, les diterpenes et les triterpénes. La présence de ces composés bioactifs

pourrait étre liée aux propriétés antimicrobiennes des extraits des plantes.

4. CONCLUSION

Marrubium vulagare L. est une plante médicinale révélée pauvre en macronutriments (5,91%
de sucres totaux, 4,12 % de lipides, 6,42% de fibres totales et 17,76% de cendres). Cette
espéce est révélée riche en diverses métabolites secondaires principalement les composés
phénoliques tels que les flavonoides et les tanins qui pourraient posséder une activité
antioxydante ou antimicrobienne raison pour laquelle la valorisation des extraits du marrube
blanc pourrait bien constituer des produits a haute valeur économique et écologique et aussi

pour la santé humaine.
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