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RESUME

RESUME

ETUDE ECO-BIOCHIMIQUE ET ACTIVITES BIOLOGIQUES DES COMPOSES
PHENOLIQUES DE MARRUBIUM VULGARE L.

Cette thése a porté sur I'étude éco-biochimique d’'une plante médicinale, le marrube blanc (Marrubium
vulgare L.) en provenance de quatre localités de I'ouest algérien. Les objectifs visés consistent essentiellement a
mettre en exergue I'effet de certains paramétres environnementaux et expérimentaux sur la variation quantitative
et qualitative des composés phénoliques de I'espece étudiée d’une part et, sur son pouvoir antimicrobien et
antioxydant d’autre part.

Les résultats obtenus montrent que les conditions expérimentales d’extraction (nature du solvant organique
et sa concentration, temps et température d’extraction) influent significativement sur les concentrations moyennes
en composés phénoliques dosés sur les feuilles de M. vulgare. Les teneurs moyennes maximales en phénols
totaux (293 = 14,60 mg équivalent d’acide gallique/g) sont obtenues avec le méthanol 60 % a 25 °C pendant 180
min ; en flavonoides (79,52 + 0,55 mg équivalent de catéchine/g) avec le méthanol 80 % a 20 °C pendant 450
min et, en tanins condensés (28,15 + 0,80 mg équivalent de catéchine/g) avec I'acétone 60 % a 50 °C et pendant
180 min. L'analyse en composantes principales confirme I'effet positif des basses températures sur I'extraction
des phénols totaux et des flavonoides, et des fortes températures sur les tanins condensés. La méthode de
réponse de surface donne des valeurs théoriques sur les conditions d’extraction et des teneurs maximales en
polyphénols trés proches a celles obtenues expérimentalement.

Les parametres environnementaux testés (localité de prélévement, mois et saison d’échantillonnage, altitude
et exposition) ont un effet significatif sur les concentrations moyennes en composés phénoliques avec des
valeurs plus importantes, notées sur les feuilles et les fleurs par rapport aux tiges et racines et ceci pendant les
mois du printemps et de I'été par rapport aux mois de I'automne et de I'hiver. Les stations du littoral situées a de
basses et moyennes altitudes ont enregistré des concentrations plus élevées par rapport a celles du mont de
Tessala, situées a des altitudes élevées. Généralement, les concentrations maximales en composés phénoliques
sont enregistrées dans le versant sud, par contre les concentrations minimales sont notées dans le versant nord.
Les différences enregistrées sont dues probablement a des variations climatiques entre les différentes stations
d’échantillonnage. L’analyse factorielle des correspondances confirme I'effet de I'organe végétal et de la saison
de prélevement sur les concentrations en polyphénols. Les tests de corrélation de Pearson ont montré des
corrélations significatives entre les différents composés phénoliques dosés et I'organe végétatif analysé.

La séparation des extraits phénoliques des feuilles de M. vulgare par une chromatographie liquide a haute
performance (CLHP) en phase inversée montre que les acides phénoliques et les flavonoides varient
significativement en fonction de la localité d’échantillonnage et de la saison de prélévement. Généralement, les
extraits de Ain Skhouna et de la forét domaniale de M’sila renferment un nombre élevé de composés phénoliques
par rapport a ceux du mont de Tessala et Béni Saf. Les deux saisons de printemps et d’été sont les mieux
représentées en polyphénols contrairement a 'automne et I'hiver. En se référant aux temps de rétention des
standards phénoliques testés, il ressort la présence probable de certains acides phénoliques comme les acides
chlorogénique, ellagique, hydrocinnamique, tannique, férulique et la vanilline et, de quelques flavonoides
représentés par la diosmine, la catéchine, la naringinine, la lutéoline, le kaempférol, la nobilétine et la diosmétine.

Le test préliminaire du pouvoir antimicrobien des extraits flavonoiques des feuilles de M. vulgare du mont de
Tessala vis-a-vis de quatre souches bactériennes (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27835, Escherichia coli
ATCC 25922, Bacillus cereus ATCC 1306 et Staphylococcus aureus ATCC 13565) et deux souches fongiques
(Penicillium digitatum ATCC 201167 et Aspergillus niger ATCC 16404), montre un remarquable effet
antibactérien sur les bactéries Gram+ et une activité antifongique modérée. D’autre part, le potentiel
antimicrobien des extraits flavonoiques obtenus des feuilles prélevées de trois localités d’échantillonnage (mont
de Tessala, forét domaniale de M’sila et Ain Skhouna) contre trois souches bactériennes (Escherichia coli ATTC
25922, Bacillus cereus ATTC 10876 et Proteus mirabilis ATTC 35659) et deux fongiques (Aspergillus braseliensis
ATTC 16404 et Candida albicans ATTC 10231) varie d’'une maniére significative en fonction de [l'extrait
flavonoique testé et de sa concentration, du type de la souche microbienne et de la localité d’échantillonnage.
Les diamétres d’inhibition enregistrés dépassent souvent ceux induits par les antibiotiques et les antifongiques
commercialisés enregistrant méme une inhibition totale de la croissance fongique. Les concentrations minimales
inhibitrices (CMI) obtenues varient entre 6,25 et 100 pg/ml. Le screening phytochimique a révélé I'existence de
certaines classes flavonoiques qui pourraient étre responsables de ce remarquable pouvoir antimicrobien.

Le test de piégeage du radical libre, | I-diphenyl-2-picrylhydrazyle (DPPH), montre que les activités
antioxydantes des extraits flavonoiques obtenus des feuilles de M. vulgare en provenance de trois localités
d’échantillonnage varient significativement en fonction du type de I'extrait flavonoique testé, de sa concentration
et de la localité d’échantillonnage. Les extraits méthanoliques, chloroformiques et d’acétate d’éthyle enregistrent
les pourcentages d’inhibition les plus élevés contrairement aux deux extraits héxaniques et aqueux. Les
concentrations inhibitrices 50 (Clso) varient de 33,7 a 773,65 pg/ml et dépassent souvent celles enregistrées par
les standards phénoliques.

Mots clés: Marrubium vulgare, composés phénoliques, localité d’échantillonnage, saison,
chromatographie liquide a haute performance, pouvoir antimicrobien, activité antioxydante.
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ABSTRACT

ABSTRACT

ECOBIOCHEMICAL STUDY AND BIOLOGICAL ACTIVITIES OF PHENOLICS
COMPOUNDS OF MARRUBIUM VULGARE L.

The current thesis focused on the eco-biochemical study of a medicinal plant called white horehound
(Marrubium vulgare L.) originally from four localities in western Algeria. Our aims consisted on highlighting the
effect of some environmental and experimental parameters on the quantitative and qualitative variations in
phenolic compounds of white horehound, and on the antimicrobial and antioxidant potency.

The results showed that the experimental extraction conditions (nature of the organic solvent and
concentration, extraction time and temperature) affected significantly the average concentrations of phenolic
compounds dosed on the leaves of M. vulgare. The maximum average contents, of total phenols (293 + 14.60 mg
gallic acid equivalent/g), were obtained with methanol (60%) at 25°C during 180 min; flavonoids (79,52 + 0.55 mg
catechin equivalents/g) with methanol (80 %) at 20 °C during 450 min, and condensed tannins (28,15 + 0.80 mg
equivalent of catechin/g) with acetone (60 %) at 50 °C during 180 min. The Principal Components Analysis
confirmed the positive effect of low temperatures on the extraction of total phenols and flavonoids, and the effect
of high temperatures on the condensed tannins. The response surface methodology gave the theoretical values
of extraction conditions and maximum levels of polyphenols close to those obtained experimentally.

The tested environmental parameters (sampling location, sampling month and season, altitude and
exposure) had a significant effect on the average concentrations of phenolic compounds with higher values
recorded in leaves and flowers compared to stems and roots. This could happen during spring and summer
compared to autumn and winter. Coastal stations situated at low and medium altitudes showed higher
concentrations compared to those of the Tessala mount located at high altitudes. Generally, the maximum
concentrations of phenolic compounds are recorded in the southern slope. However, minimum concentrations are
noted in the northern slope. The differences were probably due to the variations in climate between the different
sampling stations. The factorial correspondence analysis established the effect of the vegetable organ and the
sampling season on the polyphenols concentrations. Pearson correlation tests showed significant correlations
between the various phenolic compounds assayed and the vegetables organs analyzed.

The separation of phenolic extracts of leaves of M. vulgare by reverse-phase high performance liquid
chromatography (HPLC) showed that the phenolic acids and flavonoids vary significantly according to the
sampling locality and to the harvest season. Generally, extracts obtained from Ain Skhouna and the forest of
M'sila contained a high amount of phenolic compounds compared to those of Tessala and Beni Saf mounts. The
two seasons of spring and summer were best represented in polyphenols unlike autumn and winter. With
reference to the retention times of the standard phenolic tested, it appears the probable presence of some
phenolic acids such as chlorogenic acid, ellagic acid, hydrocinnamic acid, tannic acid, ferulic acid, vanillin, and a
few flavonoids represented by diosmin, catechin, naringenin, luteolin, kaempferol, nobiletin and diosmetin.

Preliminary test of the antimicrobial activity of flavonoic extracts of M. vulgare leaves of Tessala mount on
four bacterial strains (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27835, Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus cereus
ATCC 1306 and Staphylococcus aureus ATCC 13565) and two fungal strains (Penicillium digitatum ATCC
201167 and Aspergillus niger ATCC 16404), showed a remarkable antibacterial effect on gram+ bacteria and a
moderate antifungal activity. Furthermore, the obtained antimicrobial potential of flavonoic extracts of leaves from
the three sampling locations (mount of Tessala, forest of M'sila and Ain Skhouna) against three bacterial strains
(Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus cereus ATCC 10876 and Proteus mirabilis ATCC 35659) and two fungal
strains (Aspergillus braseliensis ATCC 16404 and Candida albicans ATCC 10231), varied significantly. This
depended on the tested flavonoic extract and its concentration, on the type of microbial strain and on the
sampling locality. The inhibition zone diameters recorded often exceed those induced by antibiotics and antifungal
commercialized even showing complete inhibition of fungal growth. The minimum inhibitory concentrations (MICs)
obtained, vary between 6.25 and 100 pg/ml. The phytochemical screening revealed the existence of certain
classes of flavonoids that might be responsible of this significant antimicrobial power.

Trapping test of free radicals, |, |-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), shows that the antioxidant activity of
flavonoic extracts, obtained from M. vulgare leaves, coming from three sampling localities, varied significantly.
This variation depended on the type of the flavonoic extracts tested, on its concentrations and on the sampling
locality. The methanolic, chloroformic and ethyl acetate extracts recorded the highest percentages of inhibition
unlike to the aqueous and hexanic extracts. The inhibitory concentrations 50 (ICso) ranged from 33.7 to 773.65
pg/ml and often exceed those recorded by phenolic standards.

Keywords: Marrubium vulgare, phenolic compounds, sampling locality, season, high performance
liquid chromatography, antimicrobial power, antioxidant activity.
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INTRODUCTION GENERALE

Pour soigner toutes sortes de maladies, 'homme a longtemps eu recours a des

remedes traditionnels a base de plantes (tisanes, poudres, décoctions), administrés par
frictions, inhalations, cataplasmes, massages ou encore par voie orale (Lee, 2004).
Actuellement, I'Organisation Mondiale de la Santé (O.M.S) estime qu'environ 80 % des
habitants de la planéte ont recours aux médicaments traditionnels a base de plantes en tant
gue soins de santé primaire (Fleurentin et Pelt, 1990). De nos jours, un grand nombre de
composeés issus de plantes sont utilisés en médecine moderne et une majorité de ceux-ci le
sont selon leur usage traditionnel. De plus, des 25 composés pharmaceutiques les plus
vendus au monde, 12 d'entre eux sont issus de produits naturels (Cragg et al., 1999 ;
Rollinger et al., 2004). Apparemment, cela signifie que le nombre de médicaments issus de
produits naturels est proportionnellement supérieur a ceux issus de la chimie combinatoire
ou plus de 10 000 molécules doivent étre synthétisées puis testées afin de mener au
développement d'un seul médicament (Adams et Brantner, 2004). Par conséquent, les
qguelques 250 000 a 300 000 espéeces inventoriées de plantes que l'on trouve sur terre,
seulement 5 % a 15 % ont fait I'objet de recherches de molécules bioactives, représentant un
réservoir immense de nouveaux composés medicinaux potentiels (Balandrin, 1993 ; Cutler et
Cutler, 2000 ; Larsonn et al., 2007). Selon certains auteurs, les composés d'origine naturelle
présentent 'avantage d'une trés grande diversité de structures chimiques et possedent aussi
un trés large éventail d'activités biologiques (Rollinger et al., 2004).

La région méditerranéenne abrite une diversité biologique de premiére importance.

Ainsi en Afrique du nord, les especes de la flore spontanée, constituent une part non
négligeable des ressources génétiques locales a valeur pastorale, fourragére, alimentaire,
aromatique et/ou médicinale (Abdelguerfi et Laouar, 1999 ; Ohba et Amirouche, 2003).
Divers travaux ont attiré l'attention des biologistes et des généticiens sur l'intérét que
présentent les foréts méditerranéennes, du point de vue de leur richesse spécifique
végétale, autant au niveau des essences forestieéres qui les constituent, que des espéces
herbacées qui participent au cortége des habitats qu’elles individualisent (Gomez-Campo,
1985). Ayant une position géographique privilégiée, I'Algérie posséde une flore extrémement
riche et variée représentée par environ 3000 plantes vasculaires inventoriées, réparties en
123 familles botaniques (Tlili-Ait Kaki et al., 2013). A cette richesse spécifique est associée
une originalité sur le plan systématique (nombreuses plantes endémiques), sur le plan
phytochimique (spécificité des substances biosynthétisées) et sur le plan pharmacologique.
Cette richesse et cette originalité font que I'étude de la flore Algérienne présente un intérét
scientifigue « fondamental » pour la connaissance et le savoir dans le domaine de
l'ethnobotanique, de la pharmacopée traditionnelle mais également un intérét scientifique «
appligué » dans le domaine de la valorisation des substances naturelles.

Pour mieux connaitre le patrimoine des espéces végétales spontanées utilisées en

médecine traditionnelle Algérienne, nous nous sommes intéressés a I'étude d’'une plante
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caractéristique de notre région, le marrube blanc (Marrubium vulgare L.), une herbacée
vivace qui pousse presque dans toutes les régions méditerranéennes (Quézel et
Santa, 1963). Cette plante est traditionnellement utilisée dans de nombreux pays au
monde pour le traitement de divers maux : sifflements respiratoires, maladies urinaires, otites
et ophtalmies (Schlemper et al., 1996). En Algérie, le marrube blanc est utilisé en médecine
folklorique contre la diarrhée, le diabéte, le rhumatisme et le rhume. Sur le plan chimique, il
est riche en diterpénes, en phenyléthanoides glucosidiques, en tannins, en saponins et en
flavonoides (Weel et al.,, 1999) ; on Ilui reconnait des propriétés antimicrobiennes,
antioxydantes, hypoglycémiantes et antidiabétiqgues, analgésiques et anti-inflammatoires
(Roman et al., 1992 ; De Souza et al., 1998 ; Zarai et al., 2011). Par ailleurs, et en raison de
sa distribution importante et sa présentation comme étant une espece assez commune du
nord Algérien, cette plante a été négligée par rapport aux autres espéces beaucoup moins
fréquentes appartenant a la famille des Lamiaceae comme le thym et la sauge par exemple.

Les plantes contiennent des métabolites secondaires qui peuvent étre

définis comme des molécules indirectement essentielles a la vie des plantes,
par opposition aux métabolites primaires qui alimentent les grandes voies du
métabolisme central. Ces métabolites secondaires exercent une action
déterminante sur [I'adaptation des plantes a leur environnement. llIs
participent ainsi, de maniére trés efficace a la tolérance des végétaux aux
stress variés (attaques de pathogénes d’insectes, sécheresse et lumiére
ultraviolette...). Certains de ces composés ont aussi un effet pharmacologique chez
I'humain et peuvent donc servir de remeédes, tout dépendant de la dose utilisée (Jones et al.,
2000 ; Moerman et Estabrook, 2003). Les composés phénoliques constituent l'une des
principales classes des métabolites secondaires qui se localisent généralement au niveau
des différentes parties de la plante. Ces composés suscitent un grand intérét de par leurs
nombreux effets bénéfiques pour la santé : prévention et traitement de certains cancers,
traitement des maladies inflammatoires, cardiovasculaires et neurodégénératives (Gerber et
Berta-Vanrullen, 2006 ; Perez-Vezcaino et al., 2006 ; Kenny et al., 2007 ; Lainé et al. 2007 ;
Terra et al.,, 2007 ). Certains d’autre eux sont également utilisés comme additifs pour les
industries agroalimentaires et cosmétiques (Mazur et al., 1998 ; Rechner et al., 2002). Les
polyphénols sont communément subdivisés en tanins, lignines, flavonoides et anthocyanes
qui dérivent tous de l'assemblement d’'unités phénoliques (Macheix et al.,, 2005). Ces
derniéres années, nous avons assisté a un grand regain des phytothérapeutes pour les
produits riches en polyphénols, et principalement en flavonoides. Ces derniers ont d’ailleurs
montré qu’ils avaient des propriétés biologiques trés importantes et trés vastes. Des
flavonoides tels que la rutine, la disomine, la lutéoline et la quercétine sont aujourd’hui de
plus en plus commercialisés pour diverses applications médicamenteuses, alimentaires et
cosmétologiques (Galvez et al., 1993 ; Goodarzi et al., 2006 ; Tomofuji et al. 2009) .
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@Dans le domaine bactériologique, la découverte de nouvelles substances

antimicrobiennes est le but de 'homme depuis toujours, car la cause principale des déces
autrefois était les maladies infectieuses, malgré les excellentes défenses contre l'infection
dont est pourvu le corps humain (Stanier et al., 1966). Lorsque la pénicillothérapie fut
pratiquée pour la premiére fois, 'homme a cru avoir gagné la bataille contre les bactéries
pathogenes. Cependant avec l'apparition des bactéries pénicillinorésistantes il a eu
Iimpression de régression, et avec l'extraction et la synthése de nouveaux antibiotiques
assez puissants, la peur se dispersa devant la volonté humaine de vaincre (Hamza, 1993).
Mais comme tout médicament, les antibiotiques ne sont pas totalement inoffensifs pour
l'organisme et peuvent provoquer, en plus de leur action antibactérienne, un certain nombre
d'effets indésirables (Berche et al., 1989). Ces antibiotiques, qui ont sauvé des vies et
soulagé des souffrances de millions de personnes durant des années et jusqu'a ce jour, se
trouvent menacés par l'apparition et la propagation des germes multirésistants. Pour cela, et
face a I'émergence grandissante a I'échelle mondiale du phénoméne de résistance
bactérienne aux antibiotiques, la découverte de nouveaux composés antibiotiques d’origine
végétale est devenue un objectif primordial (Brown et Wright, 2005).

_ﬂctuellement, la société scientifique, biologiste et chimiste, met en évidence le réle

tragique du processus oxydatif incontrblable induit par les espéces réactives oxygénées
(Mario et Andreas, 2008). Ces oxydants sont a [lorigine directe de différents états
pathologiques tels que le vieilissement et le cancer et indirecte sur la peroxydation des
lipides des denrées alimentaires. Quel que soit le cas, le risque est aggravé avec
'accumulation de ces molécules dans I'organisme en aboutissant a une chaine réactionnelle
radicalaire qui dégrade les molécules vitales biologiques a savoir TADN, les protéines, les
glucides et les lipides (Galanis et al., 2008). En effet, 'oxydation des lipides dans les produits
alimentaires induit non seulement une diminution de la valeur nutritive de l'aliment, mais
aussi des effets reconnus nuisibles pour le consommateur et qui peuvent étre associés a des
risques de cancer chez 'lhomme (Ushio-Fukai et Nakamura, 2008). A cet effet, I'utilisation
des antioxydants synthétiques comme aditifs alimentaires est devenue essentielle pour la
qualité et la sécurité de l'aliment. Paradoxalement, les risques et les effets néfastes de ces
antioxydants ont été questionnés au cours des derniére années et la nécessité de les
substituer par des antioxydants naturels, issus de plantes médicinales, est apparente. En
s’appuyant sur cette vision, un renouveau de la phytothérapie vers cette vague verte qui
produit une foule d’antioxydants afin de contrer et piéger ces oxydants. En effet, les
antioxydants naturels font 'objet de nombreuses recherches et une nouvelle haleine vers
'exploitation des métabolites secondaires généralement et les polyphénols particulierement
tant dans la santé et vis-a-vis des maladies pernicieuses que dans lindustrie agro-
alimentaire.
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_ﬂujourd’hui, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques et la

toxicité des antioxydants synthétiques ont conduit de nombreux chercheurs au monde a
puiser dans le monde végétal et particulierement les plantes médicinales et culinaires en
quéte de molécules naturelles efficaces et dénuées de tout effet adverse. A cet effet, les
substances naturelles douées surtout d’activité antioxydante et antimicrobienne présentent
un intérét socioéconomique, peut étre sans équivoque dans le domaine de la recherche bio-
pharmacologique. Plusieurs laboratoires a travers le monde se sont orientés vers ce type de
recherche des substances bioactives et leur valorisation, c’est le cas de notre laboratoire de
recherche de biodiversité végétale : conservation et valorisation. Dans ce contexte, s’inscrit
l'objectif principal de cette thése qui consiste a rechercher dans les feuilles de M. vulgare qui
pousse a l'état spontané en Oranie Algérien, des extraits flavonoiques susceptibles d'une
part de bloquer l'action des espéces réactives oxygénées et d’inhiber la croissance des
espéces microbiennes pathogénes d’autre part. Comme un second objectif, nous avons
tenté d’étudier I'influence de la localité d’échantillonnage sur les composés phénoliques de
M. vulgare. En effet, cette plante a été étudiée presque dans tous ses aspects tant
biochimiques que pharmacologiques ; mais la variation quantitative et qualitative de ces
composés phénoliques ainsi que de leurs activités antimicrobiennes et antioxydantes en
fonction de la localité d’échantillonnage restent encore peu connue en Algérie. Cette étude
présente donc une certaine originalité a caractére éco-biochimique qui fait appel notamment
a des variantes écologiques majeures : le bioclimat, I'altitude et la saison de prélévement. De
ce fait, et pour mieux comprendre la variation des composés phénoliques en fonction des
parameétres écologiques cités précédemment, nous avons jugé nécessaire sa valorisation
éco-biochimique, permettant une meilleure exploitation de cette plante et de créer des
stratégies innovantes pour une gestion durable de la flore algérienne.

(ette thése est subdivisée en deux grandes parties : bibliographique et expérimentale.

Dans un premier temps, notre travail englobe une synthése bibliographigue portant sur trois
chapitres :

- chapitre |: marrube blanc (Marrubium vulgare L.): caractéristiques et propriétés.
Dans ce chapitre sont représentées les plus récentes connaissances botaniques,
phytochimiques et pharmacologiques du marrube blanc,

- chapitre Il : les composés phénoliques végétaux : flavonoides et tanins. Ce chapitre
est consacré a l'étude de deux classes de polyphénols (flavonoides et tanins) du
point de vue classification, structure, propriétés pharmacologiques et facteurs
influencant leur synthése,

- chapitre Il : rappels sur les activités biologiques : antimicrobienne et antioxydante.
Dans la présente partie, nous abordons quelques généralités sur les activités
antimicrobienne et antioxydante ainsi que leurs différentes techniques d’évaluation.
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La partie expérimentale est subdivisée en trois chapitres :

- chapitre | : présentation des sites d’études. Quatre sites d’études appartenant a la
région oranaise sont étudiés (mont de Tessala, forét domaniale de M’sila, Béni Saf et
Ain Skhouna) du point de vue pédologique, climatique et formations végétales,

- chapitre 1l: matériels biologigues et méthodes d’étude, dans lequel nous
développons les matériels et méthodes utilisés pour la réalisation de cette en vue
d’atteindre les obijectifs fixés, a savoir :

e une optimisation des conditions expérimentales d’extraction (nature du solvant
organique et sa concentration, temps et température d’extraction) de ftrois
types de composés phénoliques (phénols totaux, flavonoides et tanins
condensés) a partir des feuilles de Marrubium vulgare en provenance du mont
de Tessala,

e la variation quantitative des composés phénoligues (phénols totaux,
flavonoides et tanins condensés) dans les différents organes (feuilles, tiges,
racines et fleurs) de M. vulgare en fonction de quelques parametres
environnementaux (localité d’échantillonnage, saison et mois de prélévement,
altitude et exposition),

e la caractérisation qualitative des composés phénoliques (acides phénoliques
et flavonoides) des feuilles de M. vulgare en provenance de quatre localités
d’échantillonnage (mont de Tessala, forét domaniale de M'sila, Béni Saf et Ain
Skhouna), et ceci par une chromatographie liquide a haute performance
(CLHP) en phase inversée,

e la variation de [lactivité antimicrobienne et antioxydante des extraits
flavonoiques des feuilles de M. vulgare en provenance de trois localités
d’échantillonage (mont de Tessala, forét domaniale de M’sila et Ain Skhouna).

- chapitre 1l : consacré aux commentaires et discussion des résultats obtenus.

Signalons enfin que les différentes études expérimentales de cette thése sont réalisées

dans les laboratoires de recherche suivants :

- laboratoire de biodiversité végeétale : conservation et valorisation, faculté des
sciences de la nature et de la vie, université Djilali Liabes de Sidi Bel Abbes, Algérie,

- laboratoire de microbiologie, faculté de médecine, université de Dijillali Liabes de Sidi
Bel Abbes, Algérie,

- laboratoire de génétique et biophysique des plantes (L.G.B.P.), université Aix-
Marseille, France.

Page 5



Synthese bibliographique



CHAPITRE | : Marrube blanc (Marrubium
vulgare L.) : caractéristiques et proprietes



CHAPITRE | Marrube blanc (Marrubium vulgare L.) : caractéristiques et propriétés

I.1. Introduction

Les Labiées ou Lamiacées constituent une famille de plantes angiospermes
dicotylédones herbacées ou légérement ligneuses et comprennent selon les auteurs, de 233
a 263 genres (Heywood et al., 2007) et de 6900 a 7200 especes (Grayer et al.,, 2003 ;
Heywood et al., 2007), qui se répartissent aussi bien dans les zones tropicales que dans les
zones tempérées du monde. La plus grande diversité est rencontrée selon cet ordre: le
bassin méditerranéen, I'Asie centrale, le continent Américain, les lles du pacifique, I'Afrique
équatoriale et la Chine. C’est une famille trés importante en Algérie, représentée par 28
genres et 146 espéces.

Parmi les plus importants genres de cette famille, le genre Marrubium qui comprend
environ 75 especes répandues dans une grande partie du globe : 'Europe, la Méditerranée
et I'Asie ; parmi elles, 50 espéces poussent sur le pourtour de la Méditerranée (Greuter et al.,
1986). En Algérie, il existe 7 espéces du genre Marrubium (Quezel, 1963) : Marrubium
spinum, Marrubium peregrinum, Marrubium alysson, Marrubium alyssoides, Marrubium
willkommu et Marrubium deserti et Marrubium vulgare qui fait 'objet de notre travail.

I.2. Aspects historiques

Le mot « marrube » trouve son origine dans le mot hébreux « marrob »,
mar signifiant amer et rob signifiant suc. « Marrob » désigne une des plantes
que les juifs utilisaient durant les fétes de Paques. Toutefois, selon d’autres
auteurs, le nom latin « Marrubium » serait dérivé de Maria urbs, une ville
antigue Romaine.

Dans I'Egypte Ancienne, le marrube blanc était déja reconnu pour ses propriétés
apaisantes, contre la toux (propriétés expectorantes et mucolytiques) et dans le traitement
des affections chroniques du foie. Les prétres Egyptiens [l'utilisaient également comme
insectifuge et comme antidote contre plusieurs poisons, et lui donnaient le nom de « graine
d’Horus » (Ducros, 1930).

Les Grecs de I'Antiquité I'utilisaient contre les morsures de chiens enragés, il était connu
sous le nom de « prasion ». Le médecin Grec Dioscoride (40-90 apr. J.C.) le préconisait en
décoction pour soigner la tuberculose, I'asthme et la toux. Il était déja considéré comme le
reméde spécifique des affections de l'appareil respiratoire dans I'Egypte ancienne et la
Grece antique.

Pline 'Ancien (23-79 apr. J.C.) l'indique contre les morsures de serpents et contre la
plupart des poisons et conseille son utilisation dans les affections de la poitrine au dernier
degré et contre les morsures de chiens.
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Au |I* siécle, le médecin romain Aulus Cornelius Celsus indique que les propriétés
antiseptiques de cette plante peuvent étre utilisées pour traiter les affections respiratoires. Il
recommande l'utilisation du « jus de marrube ».

Ier

Lucius lunius Moderatus Columella, agronome Romain de milieu du I* siécle expliquait
comment utiliser cette plante chez les animaux de ferme pour traiter les ulcéres, vers et

cro(tes.

Au 1I°™ siécle, Galien recommandait son utilisation pour traiter la toux et les maladies
respiratoires.

John Gérard, herboriste élisabéthain anglais du XVI© siecle, recommandait dans son
ouvrage paru en 1597 sur l'histoire des plantes et de leurs utilisations « Herbal or General
History of Plants », son usage sous la forme de sirop pour traiter les sifflements respiratoires
et comme antidote de certains poisons.

Nicholas Culpeper, médecin herboriste anglais du XVII° siecle, préconisait son utilisation,
dans son ouvrage de 1652 intitulé « The English Physitian », pour évacuer la toux
mugueuse, traiter le rhume chez les personnes &agées, et plus particulierement les
personnes ayant le souffle court.

Jean-Emmanuel Gilibert (1741-1814), homme politique et botaniste Francais, disait du
marrube blanc qu’il s’agissait d’'une des meilleurs plantes d’Europe.

En médecine ayurvédique (Inde), chez les aborigénes d’Australie et Amérindiens
d’Amérique du Nord, Marrubium vulgare servait a traiter les infections des voies
respiratoires.

Jusqu'en 1900, la pharmacopée des Etats-Unis reconnaissait I'usage du marrube pour
traiter les infections des voies respiratoires.

En Europe, la plante est toujours inscrite dans les pharmacopées nationales. Ainsi, un
grand nombre de sirops et de pastilles en renferment.

I.3. Description morpho-anatomique et botanique

Marrubium vulgare L. est une plante herbacée vivace de 30 a 80 cm de
hauteur (PI. I, Fig. A), d’aspect blanchatre ressemblant [égérement a la menthe, a
odeur forte, pénétrante, agréable, Iégérement musquée, sa saveur est a la
fois chaude et ameére (Quezel et Santa, 1963 ; Kaabeche, 1990 ; Bellakhdar, 1997).

[.3.1. Les feuilles

Les feuilles ont toute une longueur de 2 a 5 cm (PI. I, Fig. C et D), elles sont
opposées et sont pétiolées. Leur forme générale est ovale ou arrondie, dite
« suborbiculaires ». Elles sont feutrées, cotonneuses et de couleur blanchatre a
leur face inférieure (recouvertes d’un duvet blanc abondant) ; leur face supérieure
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est de couleur vert clair ; elles sont gaufrées, leur nervation est réticulée et leur
bordure est crénelée. L’étude anatomique de la nervure principale (PI. I, Fig. A et
B) de la feuille de Marrubium vulgare L. montre qu’elle est constituée de I'extérieur
vers l'intérieur d’'un épiderme supérieur (Eps) a cuticule épaisse (Cu), des
coussinets de collenchyme (Col) sous-épidermique, un parenchyme palissadique
(Pp) a une ou a deux assises, un parenchyme lacuneux (Pl) a grosses cellules
arrondies, tissus conducteurs (Pl. 1l, Fig. C): xyléeme (Xyl) et phloeme (Phl)
séparés par un cambium (Ca), et un épiderme inférieur (Epi) caractérisé par la
présence des stomates (Sto) et portant des trichomes glandulaires (Tr) et des poils
sécréteurs (Poi).

Le limbe est fortement ridé en réseau, irrégulierement crénelé, a contour
largement ovale ou arrondi, se rétrécissant en coin a sa base, velu, cotonneux et
blanchétre sur la face inférieure, poilu mais vert (rarement blanchatre) sur la face
supérieure. L'anatomie du limbe (PI. Il, Fig. D et E) montre qu’il est de méme
structure que la nervure principale mais avec des parenchymes palissadiques (Pp)
et lacuneux (PI) plus abondants et un épiderme inférieur (Epi) contenant un
nombre beaucoup plus élevé de trichomes glandulaires (Tr) et poils sécréteurs
(Poi).

I.3.2. Les tiges

Les tiges (PIl. I, Fig. E) sont carrées comme beaucoup d’autres lamiacées,
elles mesurent 30 a 80 cm de long, elles sont cotonneuses, trés feuillées épaisses
et rameuses a la base. Du point de vue, anatomique (PI. I, Fig. A), la tige a une
section nettement tétragone formé par : un épiderme (Ep) a cuticule (Cu) mince (PI.
Il , Fig. B) portant des trichomes glandulaires (Tr) au hombre nettement plus élevé que les
poils sécréteurs (Poi), un collenchyme (Col) abondant sous forme d’ilots localisé aux angles
caulinaires (PIl. 111, Fig. E), un parenchyme cortical (Pc) localisés sur les faces, un
endoderme (En) bien différencié formant deux a trois assises de grosses cellules, un
systeme conducteur, xyléeme (Xyl) et phloéme (Phl) formant un anneau complet séparé par

un cambium (Ca) avec présence des fibres phloémiennes (Fp) (PI. 111, Fig. C et D) et un
parenchyme médullaire (Pm) trés développé occupant le centre de la tige (PI. IlI, Fig. B et
Q).

[.3.3. Les racines

Les racines (PIl. I, Fig. F) sont dures, ligneuses, pivotantes ramifiées ayant de
nombreuses racines latérales fibreuses. L'anatomie de la racine (Pl. IV, Fig. A) montre
gu’elle est formée d’'un épiderme (Ep) a cuticule (Cu) épaisse (Pl. 1V, Fig. C), un
parenchyme cortical (Pc) formé par de grandes cellules, un endoderme (En) formé par des
cellules étroitement liées, un péricycle (Pe); vaisseaux conducteurs : xyleme (Xyl) constitué
par des cellules de faibles diametres (protoxyleme: Pr) et d’autres de grandes tailles

Page 8



CHAPITRE | Marrube blanc (Marrubium vulgare L.) : caractéristiques et propriétés

(métaxyléme : Me) (PI. IV, Fig. D), un phloéme (Phl), un cambium (Ca) localisé entre les
vaisseaux conducteurs, des fibres phloémiennes (Fp) (PI. IV, Fig. E et F) et une moelle
centrale (Mo) occupant le centre (PIl. 1V, Fig. B).

[.3.4. Fleurs et calices

Les fleurs (PI. I, Fig. G) sont blanches comme beaucoup d’autres lamiacées,
relativement petites, apparaissent du mois de mai jusqu’au mois de septembre, et
parfois encore en hiver. Les petites bractées qui accompagnent les fleurs sont trés
étroites et crochues dans leurs parties supérieures. L’inflorescence est faite en
glomérules compacts verticillés (disposés en anneau au niveau de la tige).

Le calice (PI. I, Fig. H) est velu, cotonneux, avec un anneau de poils vers
I'intérieur en haut du tube, il est terminé par 6 a 10 dents crochues. La corolle est
blanche, bilabiée, couverte de petits poils a I'extérieur, présente un tube courbé,
resserré vers le milieu et ayant a ce niveau, a l'intérieur, un anneau de poils, qui
est disposé transversalement. L’androcée est a quatre étamines, renfermées
dans le tube de la corolle.

La récolte des extrémités fleuries (tige, feuille et fleur au sommet de la
plante) se fait en juillet ; on vend généralement soit ses sommités fleuries en
petits bouquets, soit seulement leurs feuilles mondées.
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Planche | : Différentes parties de Marrubium vulgare L. (Bouterfas, 2011)

A : Touffe ; B : Branche ; C : Faces inferieures des feuilles ; D : Faces supérieures
des feuilles ; E : Tige ; F : Racine ; G : Calices ; H : Fleurs.

Page 10



CHAPITRE | Marrube blanc (Marrubium vulgare L.) : caractéristiques et propriétés

Planche Il : Coupes transversales au niveau d’une feuille de Marrubium vulgare L.
(Bouterfas, 2011)

A : Nervure pricipale colorée a I’hématoxiline-éosine ; B : Partie superieure de la nervure principale
(mise en évidence des stomates) colorée a I'hématoxiline-éosine ; C : Systéme conducteur de la
nervure principale coloré a I’hématoxiline-éosine ; D : Portion du limbe colorée a I'hématoxiline-
éosine ; E : Portion du limbe colorée par combinaison vert méthyle-rouge Congo (mise en évidence
des poils sécréteurs et des trichomes glandulaires).
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Planche 11l : Coupes transversales au niveau d’une tige de Marrubium vulgare L.
(Bouterfas, 2011)

A : Vue générale d’'une tige colorée par combinaison vert méthyle-rouge Congo ; B : Détail d’'un angle
coloré par combinaison vert méthyle-rouge Congo; C: Mise en évidence du systeme conducteur
coloré par combinaison vert méthyle-rouge Congo ; D: Détail du systéme conducteur coloré par
combinaison vert méthyle-rouge Congo, E : Mise évidence de I'épiderme et du collenchyme colorés a
I’'hématoxiline-éosine ; F : Mise en évidence d’'un trichome glandulaire coloré a I'hématoxiline-éosine.
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Planche IV : Coupes transversales au niveau d’'une racine de Marrubium vulgare L.

(Bouterfas, 2011)

A : Vue générale d'une racine colorée a I'’hématoxiline-éosine ; B : Détail d'une face colorée a
I’'hématoxiline-éosine ; C : Détail de la partie supérieure colorée par combinaison vert méthyle-rouge
Congo ; D : Détail de la partie inferieure colorée a I'hématoxiline-éosine, E : Mise en évidence du
systeme conducteur coloré par combinaison vert méthyle-rouge Congo; F: Détail du systeme
conducteur coloré par combinaison vert méthyle-rouge Congo.
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I.4. Classifications systématiques
[.4.1. Ancienne Classification

Parmi les classifications basées essentiellement sur des critéres morphologiques et
anatomiques, celle de Cronquist (1988) est la plus utilisée. Cet auteur place Marrubium
vulgare dans le taxon suivant (Tab. 1) :

Tableau 1 : Place de Marrubium vulgare L. dans la classification classique de Cronquist

(1988).

Classification classique (Cronquist, 1988)
Domaine Eucaryotes
Régne Plantae
Sous régne Tracheobionta
Embranchement Spermatophytes

Sous-embranchement Angiospermes
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Marrubium
Espéce Marrubium vulgare Linné

|.4.2. Classification récente

Cependant, la classification classigue a été révisée en 2003 par I'APG I
« Angiosperm Phylogeny Group Il ». Cela traduit les efforts faits en systématiques pour
tenir compte des derniéres avancées en matiére de biologie moléculaire. Selon cette
classification, Marrubium vulgare L. est classé dans le taxon suivant (Tab. 2) :

Tableau 2 : Place de Marrubium vulgare L. dans la classification phylogénétique APG Il

(2003)
Classification phylogénétique (APG II, 2003)

Domaine Eucaryotes
Réegne Plantae
Clade Angiospermes
Clade Eudicots
Clade Core eudicots
Clade Astéridées
Clade Astéridées Il

Super-ordre Lamianae

Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Marrubium
Espéce Marrubium vulgare Linné
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I.5. Noms vernaculaires et synonymes taxonomiques

Marrubium vulgare L. a beaucoup de noms vernaculaires et de noms arabes. En
Algérie, il est connu par les noms de : Marriout, Marriwa, Marriouat el Kelb, Achbet el
Kelb, Frasioum, Oum er roubia (Quezel et Santa, 1963 ; Merad, 1973), en petite Kabylie on
la nomme Berriut et en grande Kabylie, Meriut (Brette, 1985). Au Maroc c’est Merriwut
(Bellakhdar, 1997), en Tunis, Marroubia (Boukef, 1986). En France, cette plante est connue
sous les noms communs de : Marrube blanc, Marrube commun, Marrube vulgaire, Marrube
des champs, Bonhomme, grand Bonhomme. En Angleterre : White Horehound ou Wild
Horehound. En Allemagne : Andorn, Weisser Andorn, Gottvergessen, Mauerandorn. En
Espagne : Marrubio et en lItalie : Marrobio.

A cette plante se référent un grand nombre de synonymes taxonomiques. Nous
pouvons citez : Marrubium vaillantii Coss. et Germ., Marrubium lanatum Benth., Marrubium
kusnetzowii Popov., Marrubium germanicum Schrank., Marrubium ballotoides Boiss. et
Balansa., Marrubium apulum Ten., Marrubium album St.-Lag., Prasium marrubium
E.H.L.Krause (I.N.P.N, 2013).

I.6. Origine, habitat et écologie

Originaire d’Eurasie, cette plante est cosmopolite, elle est répartie dans toute l'aire
méditerranéenne surtout en Afrique du Nord (Quezel et Santa, 1963 ; Bellakhdar, 1997): en
Egypte (Ducros, 1930), en Libye (Kotob Hussein, 1979), en Tunisie (Le Floc’h, 1983) et au
Maroc (Bellakhdar, 1997).

Le Marrubium vulgare L. pousse presque dans toute I'Europe surtout dans ses
régions méditerranéennes et dans I'Europe méridionale et médiane (Quezel et Santa,
1963 ; Bellakhdar, 1997), au Centre et Sud-ouest de I'Asie. En France, cette plante est
forte commune, elle est présente dans la plupart des départements et plus
particulierement dans le midi.

Cette plante s’est depuis longtemps répandue un peu partout dans I'hémisphére Nord,
notamment aux Etats-Unis et au Canada ou elle est naturalisée (Bonnier, 1934).

Comme habitat, Marrubium vulgare L. préfere les décombres, les haies, les cl6tures et
les terrains vagues. Cette plante est forte commune des lieux incultes, les bords des
chemins, dans les fossés, les péturages et les voisinages des habitations (Bellakhdar,
1997).

En Algérie, elle est trées commune presque dans tout le pays surtout dans les
stations chaudes et ensoleillées (Quezel et Santa, 1963). Elle est présente au niveau des
15 secteurs phytogéographiques de I'Algérie du Nord, tandis qu’elle est quasiment absente
au Sud (Leutrech-Belarouci et al., 2009).

La caractérisation de I'habitat de Marrubium vulgare dans le mont de Tessala (Algérie
Nord Occidentale) a fait ressortir que cette plante est associée a des garrigues a
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calycotome, a Ampelodesma de Mauritanie (diss), a palmier doum et a asphodéle. Il se
développe sur des terrains faiblement pentus, a des altitudes comprises entre 600 et 900 m,
avec une importante répartition dans le versant sud par rapport au versant nord, et dans des
basses altitudes par rapport aux fortes. En ce qui concerne les parametres édaphiques,
Marrubium vulgare est lié a des sols légers, moyennement a fortement riches en matiére
organigue, peu humides, a pH légérement alcalin, fortement calcaires (Bouterfas et al.,
2013a).

I.7. Usages traditionnels décrits dans le monde Maghrébin
I.7.1. En Algérie

La plante était employée en usage interne comme remeéde tonique et comme fébrifuge
(Bellakhdar, 1997). Aussi, elle était employée comme remeéede pectorale (calmant la toux et
les irritations pharyngées, ou favorisant I'expulsion des sécrétions bronchiques ou
pharyngées) (Bellakhdar, 1997).

[.7.2. En Tunisie

La plante entiére est utilisée en usage interne sous forme de décocté dans les maladies
gastriques, pour le traitement des hémorroides, comme antiseptique pulmonaire, dans le
diabéte, comme analeptique cardiaque et pour purifier le lait des femmes qui allaitent
(Boukef, 1986).

Dans le borj sahélien ou les iles Kerkenna, Marrubium vulgare L. frais est utilisé par voie
aérosol : son suc utilisé au moyen d’inhalation contre les rhumes de cerveaux (Ben Ali et
Louis, 1946).

Les feuilles de Marrubium vulgare L. étaient employées au borj sahélien ou les iles
Kerkenna, sous forme de décocté comme reméde souverain spécifique de certaines
maladies urinaires (Ben Ali et Louis, 1946) et en bains de bouche contre les caries dentaires
et dans le traitement des brulures et de la furonculose (Boukef, 1986).

Les fleurs sont employées en usage externe contre les verrues (Boukef, 1986). Les
racines sont employées en usage externe, lavées et mélangées avec du « smen » (beurre
cuit), recommandées pour traiter le trachome (Boukef, 1986).

1.7.3. Au Maroc

La plante est utilisée comme reméde tonique et stimulant (pour les malades alités),
contre la jaunisse, comme antidiarrhéique et antityphoidique, comme reméde expectorant
(Bellakhdar, 1997).

Elle était employée a Casablanca par les accoucheuses musulmanes sous forme de
décocté, remede réputé pour réveiller le « raged » (foetus endormis dans le ventre de la
meére) (Mathieu et Manneville, 1952).
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Elle est utilisée aussi en usage externe sous forme de gouttes instillées dans les oreilles
comme reméde contre les otites, dans les yeux comme reméde contre les ophtalmies
(Gattefossé, 1957).

1.8. Composition chimique

Des investigations chimiques préliminaires réalisées sur I'espéce Marrubium vulgare
par Kurbatova et al. (2003), Warda et al. (2009) et Moussaid et al. (2012) ont pu déterminer
la présence de quelques métabolites primaires (polysacharides, acides aminés) et
secondaires (tanins, flavonoides, saponines, coumarines et alcaloides).

Les principaux constituants chimiques trouvés dans le genre marrubium en générale et
l'espéce Marrubium vulgare L. en particulier sont : les déterpénoides, les flavonoides, les
phénylpropanoides et les huiles essentielles.

1.8.1. Les ditérpenes

Plusieurs auteurs ont démontré que la marrubiine est le plus actif composé chimique
dans I'espéce Marrubium vulgare. Ce diterpéne labdane a été identifié dans I'extrait aqueux
des feuilles (El Bardai et al., 2003), I'extrait hydro-alcoolique des parties aériennes (Stulzer
et al., 2003) et I'extrait méthanolique des feuilles (Meyre-Silva et al., 2005).

Plusieurs chercheurs ont confirmé que la plante contient en moyenne 4 milligrammes de
marrubiine par gramme de matiere végétale fraiche, et que cette substance est a l'origine du
godt amer connue chez le marrube blanc (Knoss et Zapp, 1998).

Plusieurs autres ditérpenes (Fig. 1) ont été isolés chez Marrubium vulgare L.:
marrubenol et 15a-OH cyllenine A (Fulke et al., 1968), vulgarol (Popa et al., 1975), 13R-
premarrbiine et 13S-premarrbiine (Laonigro et al., 1979).
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Figure 1 : Structures chimiques de quelques ditérpénes isolés de 'espéce Marrubium
vulgare L.

[.8.2. Les huiles essentielles

Une étude comparative entre deux huiles essentielles extraits des feuilles de Marrubum

vulgare a montré que I'Eugenol (50 %) et B-Bisabolene (29 %) sont les composés

majoritaires respectivement de l'huile essentielle des deux périodes de floraison et de

végétation (Belhattab et Larous, 2006).

Kadri et al. (2011) ont mis en évidence 34 composés dans l'huile essentielle dont

'Eudesmol (11,93 %) et le Citronellol (9,90 %) sont les mieux représentés.

Salama et al. (2012) ont démontré que I'huile essentielle est nettement dominée par les

composés oxygenés avec le Thymol (34,55 %) comme composé dominant.
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Zawislak (2012) a mis en évidence 52 composés dans l'huile essentielle ou le E-
Caryophyllene (44,54 %) et le D-Germacrene (43,36 %) étaient les mieux représentées.

Abadi et Hassani (2013) ont pu identifier 50 composés dans l'huile essentielle avec
comme composés majoritaires : le 4,8,12,16-Tetramethyl heptadecan-4-olid (16,97 %) et le
D-Germacrene (9,61 %). Bokaeian et al. (2014) ont caractérisé 31 composés avec la
dominance de 'Eudesmol (11 %) et du D-Germacrene (10 %).

[.8.3. Les flavonoides

D’aprés la littérature les flavonoides de type flavones, flavonols et leurs dérivés O-
glycosylés et/ou Ocoumaroyl glycosylés sont les plus isolés dans le genre Marrubium.

Nawwar et al. (1989) ont pu séparer dix flavonoides : chrysoeriol, vitexine, vicenine lI,
apigenine-7-O-(6”-E-P-coumaryl)-glucopyranoside,  apigenine-7-lactate,  apigenine7-(2-
glucuronosyllactate), apigenine7-(2- glucosyllactate), Iluteolin-7-lactate, luteoline7-(2-
glucuronosyllactate) et luteoline7-(2-glucucosyllactate).

Kowalewski et al. (1978) ont isolé six flavonoides : apigenine, apigenine 7-O-glucoside,
guercetine 3-O-glucoside, quercetine 3-rhamnoglucoside, luteoline et la luteoline-7-O-
glucoside

Boudjelal et al. (2012) ont pu séparer a partir de l'infusé aqueux 15 métabolites
secondaires appartenant aux polyphénols dont cing flavonoides (apigenin 7-O-glucoside,
luteonine 7-O-glucoside,...etc.).

En plus, trois flavonoides ont été identifiés par Pukalskas et al. (2012) dans I'extrait
acétoniqgue des parties aériennes (5,6-dihydroxy-7,40-dimethoxyflavone, 7-O-b-
glucopyranosyl luteolin et le 7-O-b-glucuronyl luteolin).

Quelques structures des flavonoides isolées de la plante Marrubium vulgare sont
représentées dans la figure 2.
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apigenine (R1: H, R2: OH, R3: H, R4: OH, R5: H, R6: OH, R7: H)
apigenine 7-O-glucoside (R1: H, R2: OGlu, R3: H, R4: OH, R5: H, R6: OH, R7: H)
quercetine 3-O-glucoside (R1: H, R2: H, R3: H, R4: OH, R5: OGlu, R6: OH, R7: OH

luteoline (R1: OH, R2: H, R3: OH, R4: H, R5: OH, R6: OH)
luteoline-7-O-glucoside (R1: OGlu, R2: H, R3: OH, R4: H, R5: OH, R6: OH)

Figure 2 : Structures chimiques de quelques flavonoides isolés de 'espéce Marrubium
vulgare L.

1.8.4. Les phénylpropanoides

Parmi les phenylpropanoides, 'acteoside et le forsythoside B sont les plus rencontrés
dans le genre Marrubium.

Sahpaz et al. (2002) ont déterminé cinq phenylpropanoides esters dans [I'extrait
méthanolique des parties aériennes : marruboside, acteoside, forsythoside B, arenarioside et
ballotetroside (Fig. 3).

OR;
actéoside (R1: H, R2: H, R3: H, R4: H, R5: H)
forsythoside B (R1: H, R2: H, R3: H, R4: Apio, R5: H)
ballotetroside (R1: H, R2: H, R3: H, R4: Apio, R5: Ara)
arenarioside (R1: H, R2: H, R3: H, R4: Xylo, R5: H)
marruboside (R1: H, R2: H, R3: H, R4: Apio, R5: Apio)

Figure 3 : Structures chimiques de quelques phénylpropanides isolés de 'espéce
Marrubium vulgare L.
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1.9. Propriétés pharmacologiques

Les recherches actuelles s’intéressent aux propriétés antioxydantes, antimicrobiennes,
anti-inflammatoires, analgésiques, vasorelaxantes et hypoglycémiantes de divers extraits
naturels de Marrubium vulgare L., lesquels pourraient étre utilisés pour réduire le risque de
développement de diverses maladies.

1.9.1. Potentiel vasodilatateur et antihypertenseur

Vergara-Galicia et al. (2013), par une étude in vivo, ont démontré que [Iextrait
éthanolique obtenu a partir des racines de Marrubium vulgare L. présente un remarquable
potentiel vasodilatateur et antihypertenseur.

Dans le méme contexte, El Bardai et al. (2003) ont conclu que les diterpénes, et en
particulier la marrubine et la marrubenol, qui sont a l'origine de cet effet.

1.9.2. Propriétés antidiabétique et cardiovasculaire

Elberry et al. (2011) ont trouvé par une étude in vivo que l'extrait méthanolique des
parties aériennes de Marrubium vulgare réduit de maniere significative le taux de glucose
dans le sang et d’autre part il augmente le taux d’insuline et de glycogéne dans les tissus.

Boudjelal et al. (2012) ont mené in vivo une série d’expériences antidiabétiques sur des
rats Wistar albinos. Le diabéte a été induit chez les animaux testés par injection d’alloxane.
Ces travaux ont fait ressortir que l'extrait aqueux des parties aériennes de Marrubium
vulgare apres injection deux fois par jours pendant 15 jours, entraine une diminution de 50 %
de la glycémie avec une dose de 100 mg/kg de poids corporel, et de plus de 60 % de la
glycémie pour des doses de 200 et 300 mg/kg de poids corporel, aussi une baisse
significative des taux des triglycérides et du cholestérol total.

Aussi, Dekhordi et al. (2012) ont noté que I'administration orale de l'extrait aqueux des
parties aériennes de Marrubium vulgare pendant une durée de deux mois pourrait atténuer
la réactivité contractile du systeme vasculaire, ce qui peut empécher le développement de
I'hypertension chez les rats diabétiques.

Vergara-Galicia et al. (2012), ont prouvé que l'extrait éthanolique des racines de
Marrubium vulgare avec une dose de 100 mg/kg induit une diminution de 20 % du glucose
sanguin aprés une durée de 5 heures, un effet plus efficace qu’'un médicament thérapeutique
utilisé comme témoin (glibenclamide).

1.9.3. Propriété antimicrobienne

Ramos-Guerra et al. (2007) ont déterminé l'activité in vitro de I'extrait acétonique et
méthanolique de Marrubium vulgare contre Entamoebia histolytica et Giardia lamblia, les
agents responsables de I'amibiase et la giardiase. Les extraits ont été trés actifs contre E.
Entamoebia histolytica (Clsp = 7 et 12 pg/ml) et Iégérement toxique a modérée Giardia
lamblia.
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Kanyonga et al. (2011) ont confirmé que I'extrait méthanolique de la plante entiére
exerce une importante activité antimicrobienne sur différentes souches avec des doses de
200, 400 et 600 mg/ml enregistrant des diamétres d’inhibition de 27 mm et 26 mm vis-a-vis
de Bacillus subtilis et Candida albicans respectivement.

Aussi, Moussaid et al. (2012) ont conclu que I'extrait éthanolique des parties aériennes
de Marrubium vulgare avec un diamétre d’inhibition de 42 mm exerce un effet remarquable
sur Aspergillus niger par rapport a un antifongique commercialisé (Nystatin) qui a révélé une
zone d’inhibition de 38 mm.

Ainsi, Djahra et al. (2013) ont montré que les tanins extraits des feuilles du marrube
blanc présentent un effet antibactérien important vis-a-vis de deux souches considérées
parmi les plus résistantes aux antibiotiques (Pseudomonas aeruginosa 7244 et
Staphylococcus aureus) enregistrant des diameétres d’inhibitions qui atteignent les 34 mm.

D’autre part, Rigi et al. (2013) ont dévoilé que I'extrait hydo-alcoolique des feuilles de
Marrubium vulgare présente une importante activité sur les bactéries a gram+ et gram- avec
des concentrations minimales inhibitrices respectives de 2,5 mg/ml et 5 mg/ml vis-a-vis de
Shigella shinga et Pseudomonas aeroginosa.

Bokaeian et al. (2014) ont montré que les huiles essentielles et I'extrait éthanolique des
feuilles de Marrubium vulgare exercent un remarquable effet antimicrobien sur
Staphylococcus aureus avec des concentrations minimales inhibitrices respectives de 2,5
mg/ml et 5 mg/ml.

1.9.4. Activité antioxydante

Berrougui et al. (2006) ont mis en évidence la capacité de I'extrait aqueux de Marrubium
vulgare a inhiber I'oxydation du mauvais cholestérol (LDL) et a améliorer le transport du bon
cholestérol (HDL), ce qui peut donc empécher le développement de maladies
cardiovasculaires et prévenir I'athérosclérose.

Aussi, Matkowski et al. (2008) ont montré que les extraits de Marrubium vulgare
présentent I'activité antioxydante la plus faible par rapport & d’autres espéces appartenant a
la famille des Lamiaceae telles que Ballota nigra et Lamium maculatum et que lextrait
dichlorométhanique de Marrubium vulagre présente une Clsg deux fois plus que lextrait
méthanolique, une activité due probablement a la présence des labdanes ditérpéniques
comme la marrubénol.

En plus, Kadri et al. (2011) ont suggéré que les huiles essentielles des parties aériennes
de Marrubium vulgare peuvent étre considérer comme une source efficace d’antioxydant
d’origine naturelle avec une Cls, = 74 pg/ml ce qui est environ deux fois plus élevé qu’un
antioxydant synthétique (BHT : hydroxytoluéne butylé).
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1.9.5. Potentiel analgésique

Meyre-Silva et al. (2005) ont confirmé que la marrubine est le principal composé
analgésique présent chez Marrubium vulgare.

Hosseinzadeh et al. (2007) ont montré que les extraits aqueux et méthanolique obtenus
des fleurs de Marrubium vulgare récoltées en Iran peuvent diminuer les symptdmes du
syndrome de sevrage de la morphine chez les rats.

L’extrait méthanolique de la plante entiére de Marrubium vulgare avec une dose de 200
mg/kg a significativement inhibé les constrictions abdominales provoquées chez des souris
aprés administration de p-benzoquinone (Kanyonga et al., 2011).

|.9.6 Effet anticancéreux

Yamaguchi et al. (2006) ont étudié l'effet anticancéreux de l'extrait des feuilles de
Marrubium vulgare sur des cellules cancéreuses colorectales humaines. Le matériel végétal
(20 g) a été extrait avec 200 ml de méthanol pendant 48 h, concentré et séché. A une
concentration de 250 pg/ml, il a provoqué l'apoptose et de la suppression de la croissance
cellulaire dans les cellules cancéreuses étudiées.

1.9.7. Propriétés molluscicide et anti-moustique

Salama et al. (2012) ont testé les propriétés molluscicide et anti-moustique des huiles
essentielles obtenues des feuilles fraiches de Marrubium vulgare prélevées en Egypte. Ces
huiles présentent une CL;o de 200 ppm/24 heures chez les ceufs de Biomphalaria
alexandrina ; et des ClLsy et CLgy de 50 et 100 ppm/3 heures respectivement chez les
escargots adultes de Biomphalaria alexandrina. En plus, ces huiles ont enregistré des CLs,
et CLgg respectives de 200 et 400 ppm/12 heures chez le moustiqgue Culex pipiens.
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I.1. Introduction

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a reproduire des
substances naturelles trés diversifiées. En effet, a coté des métabolites primaires classiques
(glucides, protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent frequemment des métabolites
dits « secondaires » qui appartiennent a des groupes chimiques variés (alcaloides, terpénes,
composés phénoliques...). Ces composés différent en fonction des espéces et, bien que
leurs roles soient encore mal connus, il est cependant clair qu’ils interviennent dans les
relations qu’entretient la plante avec les organismes vivants qui I'entourent tels que les
parasites, les pathogénes et prédateurs mais aussi les pollinisateurs, et constituent une
source importante de molécules utilisables par 'homme dans des domaines aussi différents
qgue la pharmacologie ou l'agroalimentaire (Hostettmann et al., 1998 ; Macheix et al.,
2005).

Les composés phénoliques sont 'un des groupes des métabolites secondaires les plus
répandus chez les plantes ou ils sont présents presque dans tous les organes (feuille, tige,
racine, fleur, graine, fruit). lls sont impligués dans la protection contre les prédateurs, les
pathogénes et les agressions de l'environnement (température, lumiére, radiations UV)
(Tsao, 2010). lls sont considérés comme étant la seule catégorie de produits naturels actifs
qui jouent un réle important dans la prévention contre quelques maladies grace a leurs
diverses propriétés biologiques (Gianmaria et al., 2011), telles que l'activité anticancéreuse
(Berghe, 2012), antimicrobienne (Konaté et al., 2012), anti-inflammatoire (Lolayekar et
Shanbhag, 2012) et antioxydante (Kazeem et al., 2012). De ce fait, la détermination précise
des teneurs en polyphénols des fruits (Dragovic-Uzelac et al., 2007 ; Ignat et al., 2011), des
[égumes (D’Archivio et al.,, 2007) et de quelques plantes aromatiques et médicinales
(N'Guessan et al., 2011 ; Okuda et Ito, 2011) suscite un intérét croissant de la communauté
scientifique mais aussi des professionnels de la santé et des partenaires économiques.

I.2. Les flavonoides
[1.2.1. Définition et généralités

Le terme flavonoide désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a
la famille des polyphénols. Au sens strict, les flavonoides ou bioflavonoides (de flavus,
« jaune » en latin) sont définies comme étant des pigments végétaux quasiment universels
(dans la plupart des végétaux), dont plusieurs sont responsables de la coloration des fleurs,
des fruits et parfois des feuilles (Pietta, 2000 ; Gherida, 2005).

Agrawal et Markham (1989) estiment que 2 % environ du carbone organique
photosynthétisé par les plantes, soit quelques 10° tonnes par an, est converti en flavonoides.
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[1.2.2. Structure et classification

La structure d'un flavonoide s’organise toujours autour d'un squelette 1,3-
diphénylpropane C6-C3-C6 de quinze atomes de carbones (Fig. 4), décrit par une
nomenclature spécifique. Les deux cycles benzéniques sont nommés cycle A et cycle B,
reliés par un hétérocycle central en C3, appelé cycle C (Pietta, 2000 ; Heim et al., 2002).

Figure 4 : Structure tricyclique commune aux flavonoides.

La classe des flavonoides est I'une des plus abondantes et a ce jour, plus de 9000
structures naturelles ont été isolées et caractérisées (Heim et al., 2002 ; Hendrich, 2006).
Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules selon le
degré d’oxydation et la nature des substituants (groupement hydroxyle, méthoxyles et
autres) portés par les deux cycles aromatiques A et B et la chaine en C3 intermédiaire
(Pietta, 2000). Les principaux groupes de flavonoides peuvent étre définis et différenciés
comme suit :

11.2.2.1. Flavones et flavonols

Le cycle A de ces deux types de molécules est substitué par deux hydroxyles
phénoliques en C5 et en C7. Ces hydroxyles peuvent étre libres ou estérifiés. D’autre part, le
cycle B est substitué en C4’ ou di-substitué en C3' et C4' par des groupements OH ou
méthoxyles (OCH3). Les flavonols se distinguent des flavones par un OH en C3 (Morreel et
al., 2006)

11.2.2.2. Flavanones et hydroflavonols

Se caractérisent par 'absence de la double liaison entre le C2 et le C3 et par la
présence des centres d’asymétrie. Les variations structurales sont ici de méme nature que
celles décrites pour les flavones et les flavonols. Les dihydroflavonols se distinguent des
flavanones par I'hydroxylation de la position C3 (Ono et al., 2006).

11.2.2.3. Flavan-3-ols, flavan-3,4-diols et anthocyanidols

Ces molécules sont toujours hydroxylées en C3 et se caractérisent par 'absence du
groupe carboxyle en C4. Cette position peut étre libre (flavan-3-ols et anthocyanidols) ou
hydroxylée (flavan-3,4-diols). Les anthocyanosides sont caractérisées par 'engagement du
OH en C3 dans une liaison héterosidique. On trouve parmi ces composés, le palargonidol-
3,4-O-glucoside et le cyamidol-3-O-rutinose ou keracyanine. Les flavan-3-ols et les flavan-
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3,4-diols sont souvent a l'origine des polymeéres flavoniques appelés proanthocyanidols ou
tannins condensés (Bruneton, 1999b).

[1.2.2.4. Chalcones et aurones

Les chalcones ont leur noyau pyranique central ouvert et sont constituées par deux
unités aromatiques reli€ées par une chaine tricabonée, cétonique et insaturée. Le noyau B est
assez frequemment non substitué, alors que les substitutions sur le cycle A sont plus
souvent identiques a celles des autres flavonoides. Les aurones sont caractérisées par une
structure de 2-benzylidéne coumarone (Bruneton, 1999b ; Ono et al., 2006).

I1.2.3. Localisation, distribution et biodisponibilité

Les flavonoides sont des molécules qui ont été identifiées dans presque toutes les
parties de la plante : les feuilles, les racines, les tiges, les fleurs, les graines et I'écorce. lls
sont totalement absents des micro-organismes tels que les lichens et les champignons (Lee
et al., 1994). Certains flavonoides sont spécifiques de certains tissus, les anthocyanes sont
plutdt localisés dans les parties externes des fruits, fleurs et feuilles, les chalcones se
trouvent plus fréquemment dans les pétales des fleurs.

lls sont consommeés régulierement avec I'alimentation humaine (Tab. 3) qui nous apporte
environ 75 mg de flavonoides par jour (Wang et Mazza, 2002). En effet, le thé, les agrumes,
les pommes, I'huile d’olive, les oignons, le cacao et plusieurs autres fruits et légumes sont
trés riches en flavonoides, les flavanols et les flavonols y seraient les plus abondants
(Schewe et Sies, 2003).

La majorité des flavonoides apportés par I'alimentation sont sous forme glycosylée, ils
peuvent occasionnellement y étre présents sous forme aglycone (Ishii et al.,, 2003). Le
tableau 3 regroupe la distribution nutritionnelle de certains flavonoides (Marfak, 2003).

Tableau 3 : Sources alimentaires de quelques flavonoides.

Flavonoides Aliments
Flavanones
Naringénine Fruits du genre Citrus
Flavones
Chrysine Peau des fruits
Apigénine Persil, Thym, Romarin, Céleri
Lutéoline Pestil, Céleri
Flavonols
Kaempférol Radis, Brocoli, Thé noir
Quercétine Oignon, Pomme, Olive, Tomate
Myricétine Canneberge
Flavan-3-ols
Epicatéchine Thé vert, Thé noir
Catéchine Thé vert, Thé noir
Anthocyanidols
Cyanidol Cassis, Myrtilles
Malvidol Raisins, Fraises, Cassis
Apigénidol Framboises, Fraises
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La composition en flavonoides de quelques légumes et fruits est notée dans le tableau 4
(Lugasi et al., 2003).

Tableau 4 : Contenu en flavonoides de quelques aliments végétaux (mg/kg).

Echantillon végétal Total des flavonoides
Légumes
Brocoli 46,2
Chou blanc 17,7
Oignon rouge 124,1
Oignon pourpre 195,6
Poivre 20,1
Epinards 338,6
Pistil feuilles 80,8
Céleri feuilles 402,8
Céleri racine 25,9
Fruits
Pasteque 18,4
Cassis 52,8
Fraises 1003
Raisin 58,7
Noix 4565
Kiwi 22,3
Banane 22,8
Pomme 64,3
Poire 24,7
Prune 23,3
Abricot _ 11,5

I1.2.4. R6le dans les pantes

Les flavonoides sont des pigments naturels au méme titre que les chlorophylles et les
caroténoides (nuances jaunes et orangées), leur fonction principale est la pigmentation des
plantes. En effet, les flavonoides, en particulier les anthocyanes, sont les seules molécules
de régne végétal capables de produire une vaste gamme de couleur, susceptibles de donner
des teintes allant du jaune orangé au bleu, les flavones et chalcones donnent plutét des
couleurs jaune, beige et blanche.

Les flavonoides ont un effet protecteur contre le stress attribué a la sécheresse. lIs
pourraient également permettre aux plantes de survivre sur les sols riches en métaux
toxiques comme I'aluminium. lls jouent un réle important dans la protection contre les UV en
absorbant les radiations UV et en protégeant ainsi les tissus internes des tiges et des feuilles
(Treutter, 2005).

Les flavonoides préformés sont des composés synthétisés durant le développement
normal de la plante. lls sont souvent accumulés a des endroits stratégiques de la plante pour
la défense (Treutter, 2005). On peut également noter que les flavonoides, en repoussant
certains insectes par leur goQt désagréable, peuvent aussi jouer un role dans la protection
des plantes (Scalbert et Williamson, 2000). De plus, ils sont impliqués dans les transferts
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d’énergie, la photosynthése, la morphogenése et la régulation des systémes de croissance
de certains végétaux (Di Carlo et al., 1999).

De nombreuses études mettent en évidence le rble des isoflavonoides comme
molécules de signalisation dans les interactions plante-microorganismes. Par exemple, les
pterocarpanes, maackiaine et pisatine agissent comme des phytoalexines classiques dans
linteraction entre Pisum sativum et le pathogene fongique Nectria haematococca. En plus
d’agir comme un signal pour la détoxification des phytoalexines, la pisatine et d’autres
flavonoides, agiraient comme des stimulants de la germination des spores de Nectria
haematococca (Dixon et al., 1999).

[1.2.5. Intéréts thérapeutiques

Comme il a été présenté préecédemment, les flavonoides sont souvent des molécules de
défense contre les organismes pathogénes, il n’est pas surprenant que certains de ses
composés possedent un potentiel en thérapeutique contre les microorganismes (bactéries,
champignons et virus), contre les parasites et les insectes.

[1.2.5.1. Activité antibactérienne

Les flavonoides ont une activité antibactérienne trés vaste et tres diversifiée. En effet, ils
s’attaquent a un grand nombre de bactéries avec une intensité différente selon le
microorganisme et I'écosystéme dans lequel il se trouve : les flavonoides sont capables
d’inhiber la croissance de différents types de bactéries : Staphylococcus aureus (Babayi et
al., 2004), Escherichia coli (Ulanowska et al., 2006), Enterococcus feacalis, Enterobacter
cloaceae, Heliotropium sinuatum, Proteus mirabilis (Didrak, 1999 ; Modak, 2001 ; Okigbo et
al., 2005).

Chaque composé agit spécifiguement sur un ou plusieurs germes. Sur plusieurs
bactéries testées l'apigénine n’a montré une faible activité que contre Staphylococcus
aureus, toutes les autres ont été fort sensibles a ce flavonoide. Au contraire, la galangine n’'a
donné une activité que sur Staphylococcus aureus ; les autres microorganismes se sont
aveérés résistants contre cette molécule (Basile et al., 1999 ; Cushnie et al., 2003 ; Martini et
al.,, 2004). Aussi dans certains travaux, il a été cité que les flavonoides extraits avec du
méthanol 95 % étaient actifs sur certaines bactéries, alors que ceux extraits avec du
méthanol 60 % de la méme plante ne I'étaient pas, comme c’était le cas des flavonoides de
Linum capitatum contre Staphylococcus aureus (Slavica et al., 2004).

Bien que le mécanisme d’action des flavonoides sur les microorganismes demeure
encore imprécis, certaines études ont commencé a donner un début d’explication de leur
activité antibactérienne en citant des exemples bien explicites ; comme celui de la quercétine
censée agir sur 'ADN gyrase d’Escherichia coli (Dadi et al., 2009).

Page 28



CHAPITRE Il Les composés phénoligues végétaux : flavonoides et tanins

[1.2.5.2. Activité antifongique

De nombreux flavonoides possédent des activités antifongiques, le plus grand nombre
appartient aux flavanones et flavanes (Grayer et al., 1994).

L’'une des études les plus importantes sur cette activité était celle d’'Ortuno et al. (2006),
qui ont démontré l'activité des flavanones glycosides et des polyméthoxyflavones extraites
de Cirtus parasidi et de Cirtus sinensis sur Penicillium digitatum. En effet, la naringinine,
l'hespéridine, la nobilétine, la simensetine et la tangerétine extraites de ces deux espéces du
genre Cirtus servent a protéger ces derniéres contre les attaques de Penicillium digitatum
(Ortuno et al., 2006).

Batawita et al. (2002), dans leur étude sur les flavonoides de Conyza aegyptica L., ont
aussi démontré que ces molécules avaient une action fongicide et fongistatique sur différents
agents de mycoses : Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton
mentagrophytes et Candida zeylanoides. D’autres flavonoides extraits de Tibouchina
grandifolia ont montré une forte activité antifongique contre différents types de moisissures
(Kuster et al., 2009).

Une flavanone prénylée (5,7,4'-trihydroxy-8-méthyl-6-(3-méthyl-[2-butényl])-(2S)-
flavanone) ainsi qu’une flavane (7-hydroxy-3’,4’-(methylenedioxy)-flavane sont actives contre
Candida albicans. Alors que plusieurs flavones polyméthoxylées sont actives contre
Aspergillus flavus (Cushnie et al., 2005).

Néanmoins, les études portées sur l'activité antifongique des flavonoides restent encore
insuffisantes du fait de la grande hétérogénéité des moisissures et des levures.

11.2.5.3. Potentiel antioxydant

Les polyphénols et surtout les flavonoides sont des antioxydants puissants susceptibles
d’inhiber la formation des radicaux libres et de s’opposer a 'oxydation des macromolécules
(Van Acker et al., 1995). En effet, les flavonoides sont des piégeurs efficaces des radicaux
libres les plus prooxydants, particulierement impliqués dans la peroxydation lipidique,
puisqu'ils la préviennent comme l'a-tocophérol. lls formeraient des espéces radicalaires
intermédiaires peu réactives (Laughton et al., 1989 ; Puppo,1992).

De plus, les flavonoides ont une activité chélatrice des métaux tels que cuivre et fer qui,
a I'état libre, peuvent étre a l'origine de la production de radicaux libres (Puppo, 1992 ; Van
Acker et al., 1995). Aussi, les flavonoides sont de puissants inhibiteurs de I'oxydation des
LDL (Laughton et al., 1989 ; De Whalley et al., 1990).

Le potentiel antioxydant des flavonoides peut s’expliquer par la capacité de chélation
des ions métalliques par les flavonoides (Halbwirth, 2010). Cette capacité est trés largement
dépendante du nombre d’hydroxyles dans la molécule (Halbwirth, 2010).
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[1.2.5.4. Activité antivirale

Les flavonoides sont aussi connus pour leur activité antivirale, principalement contre le
rétrovirus HIV responsable du symptdome d’immunodéficience acquise (SIDA), le virus
d’influenza, le virus de I'herpe (HV), 'adénovirus (ADV) et le virus de la grippe A (A/WS/33)
(Spedding et al., 1989 ; Choi et al., 2009).

Spedding et al. (1989) ont d’abord suggéré que ces polyphénols agissaient comme
inhibiteurs de la transcriptase et/ou la transcriptase reverse de I'agent viral et de 'ADN et
'ARN polymérases de la cellule héte ; bloquant ainsi tout le processus infectieux.

Des flavones (baicaléine, robustaflavone, hinokiflavone) sont décrites comme inhibant la
reverse transcriptase du VIH-1, d’autres (gardénine A, 3,2’-dihydroxyflavone) inhibent la
protéinase de VIH-1, I'intégrase de VIH-1 ou la transcription virale (Cushnie et Lamb, 2005).
Dans une étude concernant 34 flavonoides naturels ou de synthése, la chrysine apparait
comme la molécule présentant le meilleur index thérapeutique contre VIH-1 (Cushnie et
Lamb, 2005).

Choi et al. (2009) ont ensuite démontré que les flavonoides inhibaient plus exactement la
synthése de 'ARNm viral. Ceci impliquait que les flavonoides n’intervenaient pas dans
labsorption des agents viraux, mais plutdt a un stade plus avancé impliqué dans la
réplication virale.

[1.2.5.5. Propriété anti-cancérigéne

Parmi les flavonoides les plus actifs sur les cellules tumorales, nous citons la quercétine
et la catéchine qui sont trés abondantes dans les aliments.

La quercétine prévient la cancérogenése, surtout le cancer de la peau et du colon. La
présence de 20 % de quercétine dans l'alimentation chez les animaux diminue le cancer du
colon et y prévient I'apparition des cryptes anormales. Le mécanisme suggéré est que la
quercétine joue le réle d’'un antagoniste des topoisomérases | et Il produites par les cellules
tumorales.

La catéchine, quant a elle, est un inhibiteur de certaines réactions d’oxydation donnant
un ADN anormal, elle inhibe surtout la formation du 8-hydroxydesoxyguanosine (8-OHDG),
un marqueur des dommages oxydatifs de ’ADN. La catéchine a été démontrée comme étant
plus active que la vitamine E sur les radicaux libres. Elle est trés abondante dans le thé sous
forme d’épigallocatéchingallate (EGCG) (Pietta, 2000 ; Tomofuiji et al., 2009).

11.2.5.6. Activité antiparasitaire

Plusieurs classes de flavonoides (essentiellement les biflavonoides) sont également
connus comme de bons antiplasmodiaux (Batista et al., 2009). Un certain nombre
d’isoflavonoides prénylés dont des roténoides et la génistéine inhibent la croissance de
différentes souches de Plasmodium falciparum (Botta et al., 2009). Aussi, Des chalcones
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prénylée (lichochalcone A et méthyllindératine) sont actives contre Plasmodium sp. in vitro et
in vivo (Wright, 2010).

Dans une étude menée par Tasdemir et al. (2006) sur une centaine de flavonoides
testés pour leur activité contre Leishmania donovani, pratiquement toutes les flavones et les
flavon-3-ols sous forme aglycone sont actifs. En plus, Des isoflavonoides prénylés
possedent une activité antiparasitaire sur Leishmania sp. (Botta et al., 2009).

I1.3. Les tanins
[1.3.1. Définition et généralités

Les tanins (ou tannins) sont des substances polyphénoliques d’origine végétale, ayant la
propriété de « tanner » les peaux c'est-a-dire de la rendre dure et imputrescible, en se fixant
sur les protéines, d’ou leur utilisation la plus importante dans le nettoyage du cuir et le rendre
stable (Haslam, 1989). lls sont caractérisés aussi par leurs effets astringents (sensation de
desséchement en bouche), trés utiles quand il y a trop de sécrétions (les bronchites, les
diarrhées, les leucorrhées, les plaies saigneuses).

D’un point de vue biochimique, une premiére définition a été proposée par Bate-Smith
(1972) : « des composées phénoliques hydrosolubles ayant un poids moléculaire compris
entre 500 et 3000 Da qui présentent, a coté des réactions classiques des phénols, la
propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autre protéines ». Méme si cette
définition reste valable, elle a été complétée grace aux méthodes d’analyse récentes qui ont
permis d’éclaircir la structure de ces polyphénols. Ainsi, les tannins sont désormais définis
comme des polyphénols de masse moléculaire allant jusqu’a 20000 Da (Haslam, 1989).

La caractéristique fonctionnelle qui décrit les tanins est leur capacité de faire précipiter
les protéines (Hagerman et Butler, 1991). Cette interaction varie selon la grandeur et la
structure de la protéine. Par exemple les protéines riches en proline ont tendance a étre
précipitées facilement par les tanins (Asano et al., 1982). lls sont solubles dans l'eau, avec
des poids moléculaires tres élevés contenant des groupes hydroxyles (Williams et al., 1983).

[1.3.2. Structure et classification

Les tanins sont divisés selon Swain (1979) en cing principaux groupes : tanins
hydrolysés, tanins condensés, les oxytanins, les béta-tanins et les prototanins. Les
oxytanins, les béta-tanins et les prototanins ont des poids moléculaires faibles, et on peut les
considérer comme étant les précurseurs de molécules tanniques plus importantes (Bernays
et al., 1989).

Habituellement, on distingue chez les végétaux supérieurs deux groupes de tanins par
leur structure et par leur origine biogénétique : les tanins hydrolysables et les tanins
condensés qui sont largement distribués dans différentes familles des plantes vasculaires
(Haslam, 1989).
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[1.3.2.1. Les tanins hydrolysables (tannoides ou pyrogallique)

Les tanins hydrolysables sont des polyméres d’acide gallique. Ce sont des esters de
glucide ou d’acides phénols, la molécule glucidique est en général un glucose, mais dans
certains cas des polysaccharides (Ribereau, 1968).

Ces tanins sont constitués d’'un noyau central (le glucose) et de chaines latérales (en
position 1, 2, 3, 4 ou 6 sur le glucose) comprenant 1 a n monomére(s) d’acide phénol
(Guignard, 1996 ; Biaye, 2002). En raison de leurs nombreux groupements OH se dissolvent
plus ou moins (en fonction de leurs poids moléculaire) dans 'eau, en formant des solutions
colloidales. Par hydrolyse, ils donnent un ose trés généralement le glucose et un nombre
variable d'acide phénolique, d'acide gallique ou éllagique (Guignard, 1996).

[1.3.2.2. Les tanins condensés (tanins catéchiques ou proanthocyanidols)

Les tanins condensés (tanins vrais non hydrolysables), sont formés par la condensation
d’'unités flavanes 3-4 diol (Cs-C3-Cs), contrairement aux tanins hydrolysables, ils sont
résistants a 'hydrolyse et seul les attaques chimiques fortes permettent de les dégrader
(Macheix et al., 2005).

Ce sont des oligomeres ou polymeéres issues de la condensation de plusieurs unités
d'hydroxylavanol (Harborn, 1982). Les tanins condensés ou proanthocyanidines sont surtout
des flavolanes (Deshpande et al., 1986). Le poids moléculaire des tanins condensés peut se
situer entre 6 000 et 12 000 Da (Morris et Robbins, 1997). Plus le poids moléculaire des
tannins condensés augmente (> 5 000 Da), plus ces derniers deviennent insolubles dans les
solutions physiologiques et perdent leur capacité a précipiter les protéines
(Kumar et Vaithiyanathan, 1990).

La structure complexe des tanins condensés (Fig. 5) est formée d’unités répétitives
monomeériques qui varient par leur centre asymétrique et leur degré d’oxydation
(Hemingway, 1992). Les formes naturelles monomériques des flavan-3-ols se différencient
par la stéréochimie des carbones asymétriques C, et C; et par le niveau d’hydroxylation du
noyau B (Fig. 5). On distingue ainsi les catéchines (dihydroxylées) des gallocatéchines
(trihydroxylées) (Biaye, 2002).

Figure 5 : Structure des tanins condensés (Macheix et al., 2005).
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[1.3.3. Localisation et r6les chez la plante

Toutes les plantes contiennent des tanins a degré plus ou moins élevé. Ces substances
d'origine organique sont répandues dans le regne végétal ou ils sont présents presque dans
tous les organes : racine, rhizome, écorce, feuille, fleur, fruits, graines, bois (Mehanso et al.,
1987 ; Biaye, 2002).

Les tanins hydrolysables sont essentiellement localisés dans certaines familles
d’Angiospermes dicotylédones, on les rencontre notamment chez les Fagacea, les
Anacardiacea, les Anacardium, les Dinelidae, les Hamamelidae et les Rosidaes et les
Geraniaceae (Bruneton, 1999a; Biaye, 2002). Par contre, ils sont absents des
Gymnospermes et des Monocotylédones (Jean-Blain, 1998). Au niveau celulaire, les tanins
hydrolysables sont majoritairement présents dans les parois cellulaires et les espaces
intracellulaires (Terrill et al., 1992 ; Frutos et al., 2002).

Les tanins condensés sont en général plus répandus dans le régne végétal et plus
abondants dans les plantes que les tanins hydrolysables (Jean-Blain, 1998). lls se
rencontrent chez de nombreuses plantes vasculaires chez les Angiospermes et les
Gymnospermes (Bruneton, 1999a). Certaines espéces de Pinaceae (pin), de Fagaceae
(chéne et chataignier), de Rosidae (acacia) et de Rosaceae (pommier, fraisier) contiennent
de fortes quantités de tanins condensés (> 5 % de la MS). lls sont aussi tres abondants dans
certains organes végétaux consommés ou utilisés par 'lhomme, par exemple de nombreux
fruits (pomme, prune, fraise...) ou des boissons fermentées ou non (thé, vin, cidre...)
(Macheix et al., 2005).

Les tanins condensés sont synthétisés dans le réticulum endoplasmique (Stafford,
1989). Certains auteurs mentionnent que les tanins sont accumulés dans la vacuole
(Stafford, 1990 ; Mc Allister et al., 1994) ; tandis que d'autres signalent la présence des
tanins sur la paroi de I'endoderme et sur la membrane cellulaire du phloeme (Mc Kenzi et
Peterson, 1995).

D’une fagon générale, les tannins jouent un réle dans la défense des plantes face aux
agressions. La synthése des tannins est 'un des mécanismes de défense des plantes contre
les attaques des phytopathogénes. Par exemple, une accumulation de tannins a été
observée dans les zones d’invasion de la plante par des bactéries, des champignons ou par
des nématodes, ce qui en inhiberait le développement (Feucht et Treutter, 1999 ; Collingborn
et al.,, 2000). Les tannins sont aussi un moyen de défense contre les agressions des
prédateurs tels les insectes et les mammiféres herbivores (Mueller-Harvey et Mc Allan,
1992 ; Woodward et Coppock, 1995 ; Feucht et al., 1997). Il a été montré que I'ingestion de
tannins affectait I'intégrité du tube digestif des insectes phytophages (Ayres et al., 1997). De
plus, la présence des tannins rend les plantes moins appétences pour les mammiféres
herbivores a cause de la sensation d’astringence résultant de leur consommation. Cette
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astringence conduit alors a un arrét de la consommation et protége ainsi les végétaux d’une
prédation excessive (Jean-Blain, 1998 ; Bennick, 2002).

Les tanins peuvent avoir un effet positif sur la réduction de la nourriture consommée
(Reese et al., 1982) et un effet toxique pour certaines espéces soit directement, soit par
lintermédiaire de leurs produits d’hydrolyse (Berambaum, 1983). Si les végétaux riches en
tanins peuvent étre dangereux, on peut inversement les utiliser comme antidote dans les
intoxications par les plantes alcaloides, car ils les précipitent et les rendent inoffensifs. Les
effets toxiques des tannins apparaissent lors de la consommation de certaines plantes, ils
sont principalement causés par les tanins hydrolysables, par contre les tanins condensés
sont beaucoup moins toxiques car ils ne traversent pas la barriére intestinale (Biaye, 2002).

11.3.4. Activités pharmacologiques

Les tanins contiennent de nombreux groupements hydroxyle (sur les noyaux
phénoliques), ce qui leur permet de former des complexes insolubles avec les hydrates de
carbone, des protéines et des ions métalliques, donnant naissance a des polyméres
insolubles. Cette réaction avec les protéines est a I'origine de nombreux effets biologiques
des tanins (Perret, 2001 ; Peronny, 2005).

11.3.4.1. Activité antibactérienne

Les tannins ont une action antibactérienne puissante leur permettant d’inhiber la
croissance des bactéries ruminales (dont certaines sont sporogéenes) comme Clostridium
aminophilum, Butyvibrio fibrisolvans, C.proteoclasterium (Veveris et al., 2004) ; ainsi que les
bactéries responsables de différentes infections chez I'homme : Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Proteus mirabilis (Leitao et al., 2005).

L’acide chébulagique ou la corilagine extraits de terminalia citrina (plante utilisée dans la
médecine traditionnelle Thailandaise) présentent de nombreuses activités a I'encontre de
souches pathogénes de I'homme, comme Staphylococcus aureus, Esherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsielle pneumoniae, Candida albicans ou encore
Enterococcus sp. (Mazza et Miniati, 1993).

Kolodziej et al. (1999) ont montré que les tanins présentent une activité antibactérienne
faible a modérée aussi bien, sur les bactéries & Gram (+) que sur les bactéries a Gram (-).

11.3.4.2. Activité antifongique

Les tannins condensés comme les hydrolysables, ont une action inhibitrice contre les
moisissures et les levures. Comme exemple, on a les proanthocyanidines du thé qui ont
montré un rble dans la protection de cette plante contre Exobasidium vexans (Punyasiri et
al., 2005), et les tannins hydrolysables des différentes plantes qui agissent contre une large
gamme de champignons filamenteux (Epidermophyton floccosum, Microsporum cassis,

Page 34



CHAPITRE Il Les composés phénoligues végétaux : flavonoides et tanins

Trichophyton rubrun, Penicillium italicum, Aspergillus fumigatus,...) et de levures
opportunistes (Candida albicans, C. glabrata, Cryptococcus néoformans...) (Latte, 2000).

Cette action antifongique est couramment utilisée pendant les opérations cenologiques
lors de la manufacture des vins car les tannins polaires de ces derniers ont une grande
capacité a se fixer sur les champignons néfastes (Punyasiri et al., 2005).

11.3.4.3. Potentiels anti-diarrhéique et antiseptique

Beaucoup de travaux ont montré l'utilisation des tanins comme anti-diarrhéique et
généralement sur les diarrhées ne dépassant 3 a 4 jours, cette activité semble étre liée a
leurs pouvoir astringent et anti-infectieux (Bruneton, 1999a).

Les tanins ont un effet anti-diarrhéique, et par voie externe, ils imperméabilisent les
couches superficielles de la peau, sont vasoconstricteurs et limitent la perte en fluides. Ces
propriétés, ajoutées par ailleurs a leur effet antiseptique, en font des molécules intéressantes
pour la régénération des tissus en cas de blessures superficielles ou de brulures, et les
rendent utilisables dans le traitement des diarrhées infectieuses (Okuda et al., 1983 ;
Bruneton, 1999a).

[1.3.4.4. Activité antiparasitaire

L’association de tanins avec les protéines de surface des virus ou des cellules hétes
serait a l'origine de la diminution de la charge virale. De telles activités ont été trouvées a
'encontre de 'herpés (Takechi et al., 1985) et en particulier contre le HIV ou SIDA (Vlietinck
etal., 1997).

L’acide chébulagique extrait de terminalia chebula, par exemple, utilise ce mode d’action
contre le HIV. Egalement, il apparait que les tanins agissent en inhibant des enzymes
essentielles a la réplication du virus, comme l'acide ellagique inhibiteur de la ‘VHI
transcriptase reverse’ ou l'acide chébulagique et la corilagine, extraits de deux espéces de
phyllantus, inhibiteurs de la ADN polymérase du virus Epstein-Barr (Chen Lui et al., 1999) .

11.3.4.5. Activité anti-tumorale

Les études menées par Yoshida et al. (1995), révélent que les tanins suppriment la
tumeur excroissante chez trois a six rats sur cent, a une dose de 10 mg/Kg. Ainsi une étude
menée dans l'université d’lllinois a Chicago a montré que le fractionnement de quatre
plantes : Rubus odoratus, Comis canadensis, Calycogonium squamulosum et Lespedeza
capitata présente une activité anti-tumorale liée aux tanins.

11.3.4.6. Autres activités

L’acide chébulagique est réputé comme inhibiteur de la topoisomérase | et surtout Il de
FADN humain. Ce dernier posséde également la propriété, qu’ont de nombreux autres tanins
ellagiques, d’étre cytotoxique a I'encontre de lignées cellulaires cancéreuses. Plus
récemment, des propriétés antiplasmodiales ont pu étre trouvées. L’extrait méthanolique
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d’écorces de tristianopsis calobuxus de Nouvelle Calédonie, contenant de nhombreux tanins,
a donné des résultas prometteurs (Quideau et al., 1996).

L’absorption du fer est inhibée par les tanins qui agissent comme des chélateurs naturels
dans le tube digestif. La consommation de ces molécules réduit trés fortement 'absorption
du fer chez les rats, ce qui permet grace a cette propriété de protéger les animaux sujets a
'hemosidérose .Grace a leur affinité les tanins sont utilisés comme antidotes des alcaloides,
des glycosides et des ions de métaux lourds (Peronny, 2005).

En limitant la perte en fluides et en empéchant les agressions extérieures, les tanins
favorisent la régénération des tissus en cas de blessure superficielle ou de brllure. Quelle
que soit la voie d’administration, I'effet antiseptique clairement démontré de ces molécules
est intéressant (Veroffa et al., 2001).

I1.4. Facteurs influencant la synthése des composés phénoliques

Chez les végétaux, la distribution des composés phénoliques est influencée par
plusieurs parameétres environnementaux (Cosmulescu et Trandafir, 2011 ; Ghasemi et al.,
2011 ; Generalic et al., 2012 ; Raal et al., 2012). Aussi, de nombreux chercheurs ont prouvé
gue les conditions expérimentales d’extraction jouent a leur tour un réle déterminant dans la
variation des teneurs en polyphénols (Trabelsi et al., 2010 ; Gironi et Piemonte, 2011 ; Tan
et al.,, 2011 ; Falleh et al.,, 2012 ; Khoddami et al., 2013). De ce fait, il n'existe pas un
protocole universel standardisé destiné pour l'extraction des polyphénols a partir des
végétaux (Chirinos et al., 2007). Ces polyphénols peuvent avoir des structures tres
diversifiées dues a leurs groupements hydroxyles qui peuvent étre conjugués a des sucres,
a des protéines, a des acides et a des groupements alcalins ce qui peut conduire a la
formation d’un complexe tout a fait insoluble, rendant difficile leur extraction (Garcia-Salas et
al., 2010).

I1.4.1. Influence de I’environnement sur la synthése des composés phénoliques

Plusieurs facteurs environnementaux peuvent en effet agir dans I'espace et dans le
temps sur la production des composés phénoliques rendant ainsi le métabolisme phénolique
tres sensible aux changements environnementaux (Chiapusio et al., 1997 ; Souto et al.,
2000 ; Souto et al., 2001). Ces composés interviennent dans de nombreux phénomeéenes
physiologiques et biochimiques afin de permetire a la plante de s’adapter a son milieu
(Macheix et al.,, 2005). De ce fait, la distribution des composés phénoliques chez les
végétaux est influencée par de nombreux facteurs environnementaux tels que : la lumiére, la
nature du sol, les précipitations et la température, la période de prélevement, l'origine
géographique, la nutrition azotée et I'enrichissement en CO,.

11.L1.4.1. La lumiére

La lumiére agit de facon quantitative et qualitative et est corrélée a 'augmentation des
teneurs en composés phénoliques et plus particulierement des flavonoides dans les tissus
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(Macheix et al.,, 2005). L’activité¢ de certaines enzymes de la voie de biosynthese des
polyphénols est stimulée par la lumiére, c’est le cas, entre autres de la chalcone synthase :
CHS (Feinbaum et Ausubel, 1988), de la Cinnamate-4-Hydroxylase : C4H (Bell-Lelong et al.,
1997) et de la Phénylalanine ammonia lyase : PAL (Flores et al., 2005). En cultivant des
tomates sous une forte intensité lumineuse, Wilkens et al. (1996) ont quantifié environ deux
fois plus de rutine et d'acide chlorogénique que dans les plantes cultivées sous une faible
intensité lumineuse. Ainsi sous un rayonnement UV, les activités de la PAL et de la CHS, par
exemple, sont stimulées, et les teneurs en polyphénols sont accrues (Desjardin, 2008).
Aussi, la lumiére rouge pourrait également avoir un rdle particulier dans la formation des
flavonoides et notamment favoriser la formation de naringénine-chalcone (Hunt et Baker,
1980).

11.1.4.2. La température de I’environnement

La température peut modifier les teneurs en polyphénols chez les fruits pendant la phase
de croissance des fruits sur la plante, mais également apres la récolte. Pour les plants de
tomate, un stress thermique semblerait apparaitre a partir de 35°C, causant I'accumulation
de composés phénoliques tels que les flavonoides et les acides hydroxycinnamiques. En
effet, un stress thermique provoqué par des températures froides (4°C) ou élevées entraine
une augmentation des activités PAL et CHS qui a pour conséquence d'augmenter les
teneurs en composés phénoliques (Leyva et al., 1995). En outre, 'oxydation des composés
phénoliques par les polyphénols oxydases (PPO) et peroxydases (POD) est inhibée, ce qui
maximise |'accumulation des polyphénols (Rivero et al., 2001).

Lors du stockage des aliments, les activités enzymatiques sont déterminantes sur la
gualité finale du fruit et sur sa durée de conservation. Il a été démontré que l'augmentation
de la température de conservation entrainait une augmentation des activités de certaines
enzymes (lipoxygénases, peroxydases, réductases et catalases). Par conséquent placer des
tomates a une température élevée (35°C) entraine des dégats oxydatifs (Mondal et al.,
2004). De la méme fagon, Soto-Zamora et al. (2004) ont démontré que la conservation des
fruits (récoltés au stade vert mature) a 4°C, température inférieure a la température optimale
de stockage, inhibait la maturation et accélérait les pertes en antioxydants (particulierement
en caroténoides) (Soto-Zamora et al., 2004).

11.1.4.3. La période de I'année

Cosmulescu et Trandafir (2011) ont étudié la variation de la teneur en phénols totaux
chez le noyer (Juglans regia L.) pendant 4 mois (de juin & septembre 2011). lls ont remarqué
une augmentation des teneurs en phénols totaux au cours des mois de juin (9,94 mg
EAG/100 g) et juillet (26,81 mg EAG/100 @), puis diminuer au cours du mois d’aolt (21,23
mg EAG/100 g), puis une nouvelle augmentation est enregistrée au début de septembre
(28,85 mg EAG/100 g).
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Ghorbanli et al. (2012) ont conclu que les teneurs en phénols totaux et en flavonoides
dans Flavoparmelia caperata ont atteints des valeurs maximales en hiver plus que les autres
saisons ; par contre chez Physcia dubia, ces composés ont connu une hausse pendant I'été
plus que les autres saisons. Aussi, Slimestad et Verheuil (2005) ont observé chez la tomate
et sur une saison de culture que les teneurs en acide chlorogénique, en rutine ou en
naringénine chalcone, pouvaient étre multipliées par trois en fonction de la date de récolte.

La majorité des études menées dans ce contexte ont expligué que les différences
enregistrées entre les concentrations moyennes en composés phénoligues dosés peuvent
étre attribuées aux parametres climatiques (température et précipitations), a l'intensité de la
lumiére du soleil et a la durée de la journée qui varient considérablement entre les
différentes saisons (Haribal et al. 2001 ; Erturk et al., 2010).

11.1.4.4. La nutrition minérale

Peu de travaux existent sur linfluence de la fertilisation minérale sur les teneurs en
composés phénoliques. Cependant la nutrition minérale peut avoir tellement d’effets aussi
bien sur la croissance que sur le développement des plantes, qu’il est logique de s’attendre

également a des répercutions sur la composition des tissus végétaux (Grusak et
DellaPenna, 1999 ; Croshy, 2008).

Les micros comme les macroéléments peuvent modifier la composition en polyphénols.
Il a été clairement démontré qu’une carence en bore induisait une augmentation des teneurs
en flavonoides d’environ 40 % a 50 %, dans les feuilles et les fruits de tomate (Carpena et
al., 1982 ; Lopez-Andreu et al.,, 1988 ; Ruiz et al., 1998). Les effets du phosphore et du
manganése sont par contre plus variables (Zornoza et Esteban, 1984). Penalosa et al.
(1989) ont observé qu’une déficience (0,2 et 0,5 mmol/L) ou un excés (4 mmol/L) en
phosphore dans la solution nutritive entrainait une diminution des teneurs en flavonoides
dans les feuilles. Par contre, Stewart et al. (2001) ont mis en évidence que de faibles apports
en phosphore augmentaient les teneurs en flavonols dans les fruits mais ce, uniquement
pendant les premiers stades de maturation, les bénéfices de ce stress diminuant avec la
maturation (Stewart et al., 2001).

La nutrition azotée modifie également les teneurs en composés phénoliques (Wilkens et
al., 1996 ; Dumas et al., 2003). Stout et al. (1998) ont obtenu des concentrations deux fois
plus importantes dans les feuilles de tomates ayant poussé avec de faibles apports en azote
(2 mM) en comparaison des teneurs obtenues dans les feuilles du fort traitement en azote (8
mM). Fritz et al. (2006) ont mis en évidence que les apports d’azote inhibaient fortement le
métabolisme des phénylpropanoides dans les feuilles de tabac. Des études relatent
également une augmentation des teneurs en polyphénols lors de faibles apports en azote,
dans les tubercules de pomme de terre, ou dans les fruits comme le raisin ou les pommes
(Awad et De Jager, 2002 ; Delgado et al, 2004 ; Mittelstra et al., 2006).
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11.1.4.5. L’enrichissement en CO,

Les cultures sous enrichissement en CO, vont modifier le statut carboné de la plante et
augmenter la disponibilité en carbone (Haukioja et al., 1998). Une augmentation de 30 %
des teneurs en composés phénoliques dans les feuilles peut étre observée (Penuelas et
Estiarte, 1998) mais ce comportement est trés dépendant des plantes et des molécules
étudiées. En outre, la synthése des tannins, des terpénes et de la lignine ne semblent pas
modifi€ée par un enrichissement en CO, (Koricheva et al., 1998 ; Penuelas et Estiarte, 1998).
Wang et al. (2003) ont obtenu des teneurs en phenylpropanoides et en flavonoides
significativement plus importantes chez des framboisiers cultivés sous enrichissement en
CO,. Par contre, Fajer et al. (1992) n'ont pas mis en évidence d’augmentation des teneurs
en métabolites secondaires chez Plantago.

11.1.4.6. La région géographique

Steffensen et al. (2011) ont cultivé dans les mémes conditions climatiques et
environnementales, des espéces du genre Amaranthus, et ceci dans quatre différents pays :
Argentine, Mexique, Espagne et République tchéque. 11 différents composés phénoliques
ont été dosés chez les graines mdres. lls ont conclu que la teneur en ces composés
phénoliques est en général, trés influencée par la région géographique avec des différences
trés hautement significatives entre les quatre stations étudiées.

Amaral et al. (2008) ont analysé neuf composés phénoliques chez les feuilles de noyer
récoltées de deux différentes régions géographiques au Portugal (Coimbra et Braganca).
Les profils qualitatifs en utilisant la méthode HPLC-DAD étaient identiques pour tous les
échantillons, mais des différences trés hautement significatives ont été observées en termes
de contenu en polyphénols analysés.

La majorité des chercheurs expliquent les variations polyphénoliques entre les régions
géographiques par : les conditions climatiques (précipitations et température) caractérisant
chaque région, les paramétres édaphiques (perméabilité et teneur en éléments minéraux)
(Radix et al., 1998 ; Nikolopoulou et al., 2007), les coordonnées géographiques (altitude,
latitude et longitude) (Hussey et al., 2011 ; Ismael et al., 2012).

[1.4.2. Influence des conditions d’extraction sur la synthése des composés
phénoliques

Les composés phénoliques peuvent avoir des structures trés diversifiées dues a leurs
groupements hydroxyles qui peuvent étre conjugués a des sucres, a des protéines, a des
acides et a des groupements alcalins ce qui peut conduire a la formation d’'un complexe tout
a fait insoluble, rendant difficile leur extraction (Garcia-Salas et al., 2010). De nombreux
chercheurs ont prouvé gue le choix des conditions expérimentales d’extraction jouent un role
déterminant dans la variation des teneurs en polyphénols (Trabelsi et al., 2010 ; Gironi et
Piemonte, 2011 ; Tan et al., 2011 ; Falleh et al., 2012 ; Khoddami et al., 2013). En effet, des
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parameétres tels que la méthode d’extraction, la nature du solvant organique et sa
concentration, le rapport solvant-soluté, la température d’extraction, le temps d’extraction ou
encore le nombre des extractions et des répétitions effectuées, peuvent avoir un effet
significatif sur les concentrations en polyphénols.

11.4.2.1. Préparation de la matiere végétale

Le stockage de la matiére végétale a une incidence directe sur la teneur en polyphénols.
Le stockage de jus de pomme pendant 11 mois a donné lieu & une diminution des
concentrations des acides phénoliques de 5 % a 21 % (Gliszczynska-Swiglo et al., 2003).
Aussi, une diminution de la teneur en acide p-coumarique a été observée dans les
framboises rouges congelées (Mullen et al.,, 2002). Aussi, aprés un stockage au froid, le
brocoli a perdu environ 75 % de sa teneur en acide caffeoylequinique et 40 % a 50 % de sa
concentration en acide sinapique (Vallejo et al., 2003). Pendant un stockage plus de sept
mois des vins rouges dans l'obscurité, il a été observé que la concentration en anthocyanes
a diminué de 88 % (Zafrilla et al., 2003). D'autre part, les pommes ont montré une
augmentation de la concentration de l'acide chlorogénique aprés quatre mois de stockage:
de 101 a 144 mg/kg de poids frais (Napolitano et al., 2004). Trente-quatre bouteilles de
différentes qualités d'huile d'olive ont été stockées pendant six mois dans des conditions
similaires a celles des points de vente des consommateurs: les teneurs en polyphénols
totaux ont fortement diminué au cours du stockage (Gutierrez et al., 2002).

Le traitement thermique de la matiére végétale avant extraction affecte le contenu et, par
conséquent, la quantité des composés phénoligues. La chaleur cause une réduction
significative dans les concentrations moyennes en phénols totaux chez les haricots et les
[égumineuses (Xu et al., 2009). Cependant, Rocha-Guzman et al. (2007) ont enregistré une
augmentation significative dans les teneurs en polyphénols chez les haricots (Phaseolus
vulgaris L.) cuit a 121 °C. De méme, Khatun et al. (2006) ont observé que la teneur en
composés phénoliques totaux chez plusieurs épices a connu une augmentation apres
traitement thermique. Au contraire, chez I'huile d'olive, la concentration de certains
polyphénols a diminué rapidement apres un traitement thermique (Carrasco-Pancorbo et al.,
2007).

11.4.2.2. Technique d’extraction

Les études menées par Sultana et al. (2009) ont montré que quel que soit le solvant
d’extraction utilisé (éthanol et méthanol) et quelle que soit la partie végétale étudiée (feuilles,
fruits, racines et écorces), les concentrations moyennes ainsi que les rendements en
composés phénoliques obtenus aprés extraction en utilisant une agitation magnétique
étaient nettement supérieures a ceux enregistrés suite a une extraction sous reflux, et ceci
chez la majorité des sept plantes médicales étudiées (Moringa oleifera, Eugenia jambolana,
Acacia nilotica, Azadirachta indica, Terminalia arjuna, Ficus religiosa, Aloe barbadensis). lls
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ont expliqué ces résultats par le fait que la température élevée utilisée lors de I'extraction
sous reflux cause une détérioration des polyphénols contenus dans la matiére végétale.

Muijica et al. (2009) ont testé six différentes méthodes d’extraction (agitation sur plaque
chauffante, agitation par secouage, sonication, homogénéisation et centrifugation) des
phénols totaux et des tanins a partir des graines de Phaseolus vulgaris. lIs ont enregistré des
concentrations moyennes en phénols totaux et en tanins variant respectivement entre 428 a
501 mg EAG/100 g et de 470 a 555 mg EAT/100g. lls ont conclu que la méthode d’agitation
sur plague chauffante a enregistré des concentrations moyennes les plus élevées avec des
différences hautement significatives entre les différentes méthodes d’extraction analysées.

Aslam et al. (2012) ont comparé l'efficacité de trois techniques d’extraction des phénols
totaux chez différentes parties d’Ocimum basilicum. Les résultats enregistrés montrent que
la technique d’extraction assistée par micro-ondes a été le plus efficace suivie par la
méthode d’extraction sous reflux et enfin par la technique d’extraction en utilisant un soxhlet
avec des différences significatives entre les trois techniques. D'autres chercheurs également
ont signalé que la technique d'extraction par micro-ondes était la plus efficace pour
I'extraction des composés phénoliques a partir de plantes (Gallo et al., 2010 ; Kanimozhi et
al., 2010 ; Luo et al., 2010 ; Xueling et al., 2011 ; Zhang et al., 2011).

11.4.2.3. La température d’extraction

La température d’extraction est 'un des paramétres qui influence d’'une maniére
significative le rendement en composés phénoliques. En effet, I'extraction de composés
phytochimiques comme les polyphénols est un processus de transfert de masse de soluté a
partir des cellules végétales jusqu’au solvant (Gertenbach, 2001). Cette combinaison liquide-
solide dépend des phénoménes de diffusion régulée soit par la diminution ou par
l'augmentation de la température d’extraction (Moahamad et al., 2010).

Sharifi et Hassani (2012) ont montré chez les pépins de Berberis vulgaris que la
température d’extraction de 50 °C a permis d’extraire le maximum d’anthocyanes par rapport
a 60 °C et 70 °C. Samuagam et al. (2013) ont vérifié chez les fruits de Nephelium
lappaceum, Garcinia mangostana et Lansium domesticum que les concentrations maximales
en composés phénoliqgues sont obtenues a de fortes températures (50 et 60 °C) par rapport
aux basses températures (25, 30 et 40 °C). 40 °C est la température qui a enregistré les
concentrations les plus élevées en composés phénoliques chez les fruits de Rhus coriaria et
Rhus typhina (Kossah et al., 2010).

11.4.2.4. Le temps d’extraction

Plusieurs auteurs ont confirmé que le rendement en composés phénoliques dépend
essentiellement du temps d’extraction utilisé (Kelebek et al., 2006 ; Durling et al., 2007 ;
Budic-Leto et al., 2008 ; Franco et al., 2008).

Page 41



CHAPITRE Il Les composés phénoligues végétaux : flavonoides et tanins

Kossah et al. (2010) ont montré que 5 heures d’extraction a donné des concentrations
maximales en composés phénoliques chez les fruits de Rhus coriaria et Rhus typhina par
rapport a 1, 3, 7 et 9 heures. 2 heures d’extraction a enregistré les concentrations les plus
elevées en composés phénoliques chez Opuntia ficus par rapport a 4, 6 et 7 heures (Jorge
et al., 2013). Sampath (2013) a enregistré chez Polyalthia longifolia des concentrations
maximales en composés phénoliques a 30 min par rapport a 10, 20 et 40 min. Samuagam et
al. (2013) ont remarqué que le temps idéale d’extraction des composés phénoliques varie
selon I'espéce végétale étudiée, ils ont enregistré un temps optimale de 1 heure chez
Nephelium lappaceum, 5 heures chez Garcinia mangostana et 2 heures chez Lansium
domesticum

11.4.2.5. La nature et la concentration du solvant d’extraction

L’extraction des composés phénoliques a partir de différents échantillons végétaux est
fortement influencée d’une part par la nature et la concentration des solvants d'extraction, et
d’autre part par la capacité de I'échantillon végétal a se solubiliser dans les solvants
(Alothman et al., 2009a ; Sulaiman et al., 2011). A cet effet, il est trés difficile de choisir un
solvant approprié pour I'extraction des polyphénols a partir de tous les échantillons végétaux.

Stankovic et al. (2011) ont vérifié que le méthanol et l'eau enregistrent des
concentrations maximales en composés phénoliques chez différents organes (feuilles, tiges
et fleurs) de Teucrium montanum par rapport aux autres solvants testés (acétone, éther de
pétrole et acétate d’éthyle). Aslam et al. (2012) ont testé linfluence de trois solvants a
différentes polarités (méthanol, eau et acétate d’éthyle) sur les teneurs en composés
phénoliques chez différents organes (tiges, fleurs et graines) de Ocimum basilicum. lls ont
remarqué que les concentrations maximales sont enregistrées avec le méthanol quel que
soit l'organe végétal analysé. Khan et al. (2012) ont enregistré des concentrations
maximales en phénols totaux et en flavonoides chez les parties aériennes de Sonchus asper
en utilisant le méthanol et le chloroforme par rapport a 'acétate d’éthyle et 'héxane. Sharifi
et Hassani (2012) ont montré chez les pépins de Berberis vulgaris qu’un mélange éthanol-
méthanol permet d’obtenir des concentrations élevées en anthocyanes par rapport au
méthanol, éthanol, eau, acide citrique et acide hydrochlorique.

Samuagam et al. (2013) ont constaté que 80 % d’éthanol enregistre des concentrations
maximales en composés phénoliques chez les fruits de Nephelium lappaceum, Garcinia
mangostana et Lansium domesticum par rapport a d’autres concentrations du méme solvant
(0, 20, 40, 60 et 100 %). Butariu et Coradini (2012) ont montré chez les fleurs de Calendula
officinalis que le méthanol 80 % permet d’extraire le maximum de flavonoides par rapport a
I'éthanol 60 %, I'éthanol 96 % et l'isopropanol 99 %. Kchaou et al. (2013) ont remarqué chez
différentes variétés Tunisiennes de dattes (Phoenix dactylifera) que le méthanol 50 % a
enregistré des concentrations plus élevées en composés phénoliques par rapport au
méthanol 88 %, 'acétone 70 % et I'éthanol pur.
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[1.4.2.6. Le rapport solvant-soluté

Contrairement aux paramétres d’extraction cités précédemment, l'impact du rapport
solvant-soluté est fréquemment négligé dans les études d’extraction des différents
composés phytochimiques a partir des matrices végétales (Antolovich et al., 2000; Luthria,
2006; Mukhopadhyay et al., 2006).

Chez les fruits de Rhus coriaria et Rhus typhina, le rapport 1/15 solvant-soluté a donné
les concentrations maximales en composés phénoliques par rapport a 1/5, 1/10, 1/20 et 1/25
(Kossah et al., 2010). Telli et al. (2010) ont remarqué chez les dattes lyophilisées que le
rapport 1/6 (P/V) solvant/soluté marque les concentrations maximales en composés
phénoliques par rapport aux autres rapports (1/3, 1/4, 1/5, 1/6 et 1/7 ; P/V). Sampath (2013)
a enregistré chez Polyalthia longifolia des concentrations élevées en composés phénoliques
avec le rapport 1/10 solvant-soluté par rapport aux autres rapports testés (1/5, 1/15 et 1/20 ;
P/V)

Plusieurs auteurs ont confirmé que 'augmentation du rapport solvant/soluté a un effet
positif sur I'extraction des composés phénoliques. Ces résultats sont compatibles avec le
principe du transfert de la matiére, ou la force de transmission durant ce transfert est le
gradient de la concentration de soluté entre le solide et le liquide. Cette force devient
importante lorsque le rapport solide/liquide utilisé est plus élevé (Al-Farsi et Lee, 2007).

Page 43



CHAPITRE Ill : Rappels sur les activites
biologiques : antimicrobienne et
antioxydante



CHAPITRE Il Rappels sur les activités biologigues : antimicrobienne et antioxydante

I1l.1. Introduction

Depuis toujours, les hommes, plus particulierement dans les pays en voie de
développement, ont utilisé leur environnement et en particulier les plantes qu’ils avaient a
leur disposition pour se soigner contre les maladies bénignes, rhume ou toux, ou plus
sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria. Ainsi, les plantes sont capables de
produire une grande diversité de produits ne participant pas a leur métabolisme de base,
mais représentant plutét des produits du métabolisme secondaire. Nous pouvons citer
comme exemple les flavonoides, les tanins, les alcaloides, les terpénes, les stéroides et les
huiles essentielles (Iserin, 2001). On estime que les deux tiers des médicaments actuels ont
une origine naturelle. De l'aspirine au taxol, I'industrie pharmaceutique moderne elle-méme
s'appuie encore largement sur la diversité de ces métabolites secondaires végétaux pour
trouver de nouvelles molécules aux propriétés biologiques inédites (Newmann et Cragg,
2007). Cependant, sur les 300 000 especes végétales recensées, seules 15 % d’entre elles
ont été étudiées sur le plan phytochimique, dont 6 % pour leurs activités biologiques
(Verpoorte, 2002), ce qui fait des plantes un réservoir de molécules bioactives encore peu
exploré. Néanmoins, il faut noter que, d’'une part, le nombre d’espéces végétales diminue et
que dautre part, le savoir des médecines traditionnelles tend lui aussi a disparaitre
progressivement. De ce fait, la recherche de molécules bioactives d’origine naturelle et la
mise en évidence de leurs activités biologiques constituent de nos jours, un intérét
scientifique de premiére importance.

[11.2. Apergu sur les propriétés thérapeutiques des plantes médicinales

Depuis 1970, I'organisation mondiale de la santé (O.M.S) a fait un inventaire des plantes
médicinales connues dans 90 pays, en a dénombré environ 20000. Par définition les plantes
médicinales sont des végétaux connus pour leurs pouvoirs bienfaiteurs. En d’autres termes,
les plantes médicinales sont utilisées pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Cette
connaissance ancestrale fut a l'arrivée de la médecine traditionnelle mise de c6té au profit
de la prise de médicaments dordonnance souvent plus puissants et agissant plus
rapidement que la médecine traditionnelle utilisée auparavant (Vigneau, 1985). Par contre,
aujourd’hui nous assistons au retour de l'utilisation des plantes médicinales pour favoriser la
santé, chaque plante médicinale a une réputation pharmaceutique qui lui est propre et une
utilisation spécifigue (Mamatas, 1984).

Les plantes médicinales ont fourni a la pharmacie des médicaments tres efficaces.
Aujourd'hui, de nombreux travaux menés dans le domaine de I'ethnopharmacologie, nous
montrent que les plantes utilisées en médecine traditionnelle et qui ont été testées sont
souvent d'une part, des plantes efficaces dans les modéles pharmacologiques et d'autre part
seraient quasiment dépourvues de toxicité (Gurib-Fakim, 2006).

La phytothérapie souvent associée aux traitements classiques, est le traitement par les
plantes ; c’est-a-dire par la consommation ou [lutilisation par voie externe de produits
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préparés a partir de plantes sans passer par une étape de sélection des molécules, on ne
consomme donc pas que le principe actif, mais tout ce que contient la plante (Bruneton
,1999). Par alilleurs, la phytothérapie requiert une connaissance parfaite des composants
chimiques contenus dans un organe végétal et une bonne connaissance des modes
d’emploi et ceci afin de bien cibler et corriger soit les carences soit le déséquilibre qui est lui-
méme d0 a plusieurs facteurs (Flet, 1984).

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
'élaboration des médicaments, non seulement lorsque les constituants des plantes sont
utilisés directement comme agents thérapeutiqgues, mais aussi comme matiéres premiéres
pour la synthese des médicaments ou comme modéles pour les composés
pharmacologiquement actifs (Decaux, 2002). La tubocurarine, le relaxant musculaire le plus
puissant, est dérivé du curare, molécule extraite a partir d'une liane d’Amazonie
(Chondrodendron tomentosum), la morphine, 'analgésique le plus puissant, est tiré du pavot
a opium (Papaver somniferum) et la cocaine utilisée comme anesthésiant, est extraite du
coca (Erythroxylum coca) (Fouché et al., 2000).

D’apres I'étude de Cragg et al. (1997), sur 520 nouveaux médicaments approuves entre
1983 et 1994, 241 étaient d’origine naturelle. Parmi ceux-ci, les médicaments d’origine
naturelle sont prédominants dans le domaine des antibactériens (78 %) et des anticancéreux
(61 %).

L’exploitation des ressources naturelles, et notamment du monde végétal, est encore
capitale a I'neure actuelle. Elle est caractérisée par: une étude chimiotaxonomique qui
consiste a rechercher des catégories de molécules actives dans les plantes en fonction de
leur appartenance botanique, une étude ethnopharmacologique qui consiste a recueillir des
informations sur [l'utilisation des plantes aupres des populations et étude
pharmacologique caractérisée par I'observation du comportement des plantes dans leur
environnement naturel (Boldi, 2004 ; Clardy et Walsh, 2004).

Cependant, il existe des cas pour lesquels une utilisation traditionnelle peut révéler un
potentiel intéressant a exploiter en médecine occidentale. Il s'agit des usages des plantes
comme antibiotiques, antifongiques, antioxydants, antiseptiques, laxatifs, anticancéreux,
analgésiques, psychotropes, vésicants, etc., pour lesquels une preuve scientifique peut étre
apportée au travers de tests sur une cible appropriée (microorganisme, animal, organe,
systeme enzymatique) (Newman et al., 2003 ; Koehn et Carter, 2005) .

111.3. Activité antimicrobienne

La colonisation bactérienne chez 'homme débute des sa naissance pour la mise en
place d’'une interaction durable entre la flore microbienne formée et 'organisme de ’homme.
Cette interaction reste essentielle pour son bien-étre et pour son équilibre métabolique (Doré
et Corthier, 2010). Le corps d'un Homme adulte comporte environ 1014 bactéries
commensales (soit 10 fois le nombre de ses cellules) qui participent a la mise en place du
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systeme immunitaire de 'homme et son apport s’étend jusqu’au niveau sensoriel de son
organisme (Souza et al., 2004 ; Oliveira et al., 2005). Par ailleurs, la présence de bactéries
non bénéfiques altére le fonctionnement de l'organisme. Elles sont responsables de
plusieurs maladies infectieuses (Kaper et al., 2004).

Bien que le corps humain dispose d’un systéeme de défense sophistiqué, il peut étre
submergé par ces micro-organismes dont la fréquence de multiplication est élevée. Pour
faire face a ces infections bactériennes, 'lhomme a recours a des substances d’origine
surtout végétale, qui sont capables d’empécher le développement et la progression de ces
bactéries pathogénes sans toutefois présenter une toxicité pour son organisme, d’ou l'intérét
de la recherche et le développement de la phytothérapie (Jones et Dangl, 2006 ; Gibbons et
al., 2008).

I11.3.1. Généralités sur les antibiotiques et les antifongiques
[11.3.1.1. Les antibiotiques

Les antibiotiques ou antibactériens, au sens strict, sont des produits élaborés par des
micro-organismes, mais on inclut généralement parmi eux les dérivés semi-synthétiques et
les produits entierement synthétiques. La thérapeutique des infections bactériennes se base
principalement sur l'usage des antibiotiques qui inhibent sélectivement certaines voies
métaboliques des bactéries, sans exercer habituellement d'effets toxiques pour les
organismes supérieurs (Bergogne-Berezin et Dellamonica, 1995).

Pour classer un antibiotique actuellement, il est fait appel & quatre notions essentielles
qui concernent non pas tant son origine que sa nature chimique, son mécanisme d’action,
son spectre et ses modalités d’action (Lemozi et al., 1985 ; Le Minor et al., 1989 ; Sirot,
1989) :

Selon la nature chimique: les antibiotiques de nature osidique (holosidiques :
aminosides ;  hétérosidiques: macrolides, rifamycine, novobiocine, lincomycine,
clindamycine), les antibiotiques de nature protidique (chloramphénicol, les bétalactamines,
polymyxine), les antibiotiques de nature lipidique (acide fusidique) et les antibiotiques a
cycles condensés (tétracyclines).

Selon le mécanisme d’action : action sur la paroi (bacitracine, vancomycine, ristocétine
et bétalactamines), action sur la membrane cytoplasmiqgue (polymyxines, gramicidine), action
sur la réplication de I'ADN (acide nalidixique), action sur la transcription de I'ADN
(novobiocine, rifamycine), action sur la traduction de TARNm (streptomycine, aminosides,
tétracyclines, chloramphénicol, macrolides) et action sur le métabolisme intermédiaire
(bétalactamines, sulfamides, triméthoprime, isoniazide).

Selon le spectre d’action : l'idéal serait d’obtenir un antibiotique capable de détruire
toutes les espéces microbiennes pathogénes. Mais l'action varie suivant une répartition
limitant ainsi le spectre d’activité qui peut étre plus ou moins large. Cette notion de spectre
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rend compte de la sensibilité ou de la résistance naturelle des différentes espéces
microbiennes.

Selon la modalité d’action : interviennent alors les notions de bactériostase et de
bactéricide. Comme exemples de bactériostatiques nous avons les macrolides, tétracyclines,
chloramphénicol, sulfamides, oxyquinoléines et comme bactéricides, les bétalactamines,
aminosides, acide nalidixique, nitrofurannes.

[11.3.1.2. Les antifongiques

Les antifongiques constituent un groupe de médicaments destinés a traiter les mycoses
provoquées par certaines espéces de champignons responsables de mycoses superficielles
(Candida sp, les dermatophytes et Pityriasis versicolor) ; ou qui sont a l'origine des mycoses
profondes (Aspergillus sp., Candida sp. et Cryptococcus sp.). L’activité antimycosique «in
vivo» est étroitement liée a la perméabilité du champignon et de la cellule héte a 'égard des
agents antifongiques (Ybert, 2001).

Les médicaments antifongiques se repartissent en deux groupes (Pieri et Kirkiacharan,
1992) :

Les antifongiques systémiques qui sont destinés aux traitements des mycoses
profondes : l'amphotéricine B ou Fungizone indiquée dans les mycoses Vviscérales
profondes, les mycoses sous cutanées et cutanées et dans le muguet buccal; la
griséofulvine (Griséofulvine, fulcine forte) et le fluconazol (Triflucan).

Les antifongiques locaux qui constituent les médicaments dont la structure est voisine de
celle des précédents, sont employés dans le traitement des mycoses digestives, buccales,
vaginales, et cutanées. Comme exemples, nous pouvons citer : la nystatine (Mycostatine)
qui a une action remarquable sur les infections généralisées ou localisées a Candida
albicans et le miconazole (Daktarin), un antifongique systémique et local indiqué dans les
candidoses digestives, urinaires, pulmonaires.

I11.3.1.3. Résistances aux antibiotiques et aux antifongiques

La résistance aux antibiotiques et aux antifongiques peut étre naturelle ou acquise ; la
résistance naturelle est présente chez tous les membres d’'une méme espéce ou d’'un méme
genre bactérien ou fongique, elle est liée a son patrimoine génétique. La résistance acquise
résulte d’'une modification du patrimoine génétique. Il peut s’agir d'une mutation qui peut
entrainer, par exemple, une modification de la cible de I'antibiotique ou de I'antifongique, ou
bien diminuer sa pénétration. Le plus souvent, il s’agit de l'acquisition de 'ADN étranger
pouvant provenir de la méme espéce ou d’espéces bactériennes et de champignons
différents. L'acquisition d’ADN se fait le plus souvent par conjugaison. Elle se fait alors par
lintermédiaire de plasmides ou de transposons conjugatifs qui peuvent porter un ou
plusieurs génes de résistance (Gutaman, 1986 ; Nikaido, 1988).
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L’acquisition de mécanismes de résistance aux antibiotiques et aux antifongiques a une
expression phénotypique variable. Dans la majorité des cas, elle est détectable par les
méthodes habituelles de détermination de la sensibilité des bactéries et des champignhons
aux antibiotigues et aux antifongiques. On peut classer les mécanismes de résistance en
guatre groupes (Courvalin, 1982 ; Carbon et al., 1993) : I'inactivation de I'antibiotique ou de
lantifongique, la modification de la cible de I'antibiotique ou de I'antifongique, la diminution
de la perméabilité membranaire et I'excrétion de I'antibiotique ou de I'antifongique.

[11.3.2. Techniques d’évaluations de I’activité antimicrobienne
[11.3.2.1. La méthode de diffusion sur disque

La méthode des disques est I'une des plus vieilles approches d’évaluation de la
sensibilité des souches microbiennes aux antibiotiques et aux antifongiques et demeure
fune des méthodes les plus utilisées en microbiologie (antibiogrammes et
antifongigrammes). La technique est basée sur le principe que les agents antimicrobiens, de
concentration spécifique de chaque disque, diffuseront dans le milieu et inhiberont la
croissance des microorganismes sensibles, résultant en une zone d’inhibition autour du
disque. Cette technique utilise des disques de papier buvard imprégnés d'une concentration
donnée d'antibiotique déposé a la surface d'une gélose spécifique coulée en boite de pétri
uniformément ensemencée d'une suspension de la bactérie étudiée (Harley et al., 2010).

Le principe de la technique est relativement simple. Lorsqu'un disque imprégné
d’antibiotique est placé sur une gélose préalablement inoculée avec la bactérie testée, il
s’humidifie et 'antibiotique diffuse relativement dans la gélose, en formant ainsi un gradient
de concentration. L’antibiotique est présent en fortes concentrations a proximité du disque et
affecte des micro-organismes méme faiblement sensibles. Par contre, les organismes
résistants se développent jusqu’au disque. Les diamétres des zones d'inhibition permettent
d'apprécier la sensibilité des germes. La lecture des résultats est rapportée par la mesure
des diamétres des zones d’inhibitions en mm. Les zones doivent étre uniformément
circulaires (Richard et al., 2007). Dans la technique de diffusion, il y a compétition entre la
croissance du microorganisme et la diffusion du produit a tester (Broadasky et al., 1976).

111.3.2.2. La méthode de dilution

Le principe de la méthode de dilution en bouillon consiste a diluer directement le produit
a tester dans le milieu de culture gélosé solide ou liquide et a inoculer ce milieu avec les
microorganismes par la suite. Dans un premier temps, nous distribuons une série de tubes a
hémolyse (ou dans les cupules d’une microplaque), sous un méme volume, des
concentrations décroissantes d’antibiotique (en progression géométrique de 2). Puis nous
ajoutons, dans un second temps, dans chacun des tubes (cupules), sous un méme volume,
des bactéries en phase exponentielle de croissance. Aprés incubation durant 18 heures, les
valeurs des CMI sont mesurées. Cette CMI est la plus petite quantité d'antibiotiques ou
d’antifongiques capable d'inhiber une croissance visible a I'ceil nue (Alcamo, 1984).
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A partir de cette méthode, il est possible de déterminer en plus de la CMI, la
concentration minimale bactéricide (CMB) et la concentration minimale fongicide (CMF). Ces
deux concentrations sont définies comme étant les plus faibles concentrations d’antibiotique
ou d’antifongique qui laisse 0,01 % de survivants au maximum. Ceux-ci sont habituellement
appréciés aprés un temps de contact avec l'antibiotique de 6 a 18 heures (Harley et al.,
2010).

lll.4. Activité antioxydante

Ces derniéres années, l'intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans
diverses spécialités ont été développées pour I'extraction, I'identification et la quantification
de ces composés a partir de produits naturels (Sanchez-moreno, 2002 ; Marc et al., 2004 ;
Huang et al., 2005).

L'utilisation des antioxydants synthétiques dans les industries agroalimentaire,
cosmétique et pharmaceutique est suspectée a long terme d’effets tératogénes, mutagénes
et cancérigenes (Chavéron, 1999). Plusieurs limites et restrictions ont été mises en place
concernant leur utilisation, leur substitution par des antioxydants naturels s’avére primordial.
Les plantes sont une source d’antioxydants naturels. Ces derniers sont apparus comme
alternative aux antioxydants synthétiques, et ils sont aujourd’hui généralement préférés par
les consommateurs (El Kalamouni, 2010).

I11.4.1. Radicaux libres et stress oxydant
[11.4.1.1. Définition, origine et types

L’'oxygéne est un élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu'il
permet de produire de I'énergie en oxydant de la matiére organique. Mais nos cellules
convertissent une partie de cet oxygéne en métabolites toxiques : les radicaux libres
organigues (Gauche et Hausswirth, 2006).

Un radical libre est une molécule ou un fragment moléculaire qui contient un électron (ou
plus) non apparié sur la couche électronique la plus externe, caractérisé par une instabilité

et/ou un pouvoir oxydant fort. De par sa structure particuliere, il a tendance a attirer les
électrons d’autres atomes et molécules pour gagner sa stabilité (Favier, 2003).

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques afin de détruire
des bactéries au sein des cellules phagocytaires (macrophages, polynucléaires) ou pour
réguler des fonctions cellulaires létales telle la mort cellulaire programmée ou apoptose (Van
Antwerpen, 2006). Toutefois, au contact entre I'oxygéne et certaines protéines du systeme
de la respiration, une production d'anions superoxydes se produit lors du fonctionnement de
la chaine respiratoire mitochondriale (Aurausseau, 2002).

Page 49



CHAPITRE Il Rappels sur les activités biologigues : antimicrobienne et antioxydante

Des sources importantes de radicaux libres sont les mécanismes de cycles redox que
produit dans l'organisme l'oxydation de molécules comme les quinones. Ce cycle redox a
lieu soit spontanément, soit surtout lors de l'oxydation de ces composés au niveau du
cytochrome (Li et al., 2002 ; Valko et al., 2006).

Aussi, Les rayonnements UV sont capables de générer des radicaux libres et les
particules inhalées (amiante, silice) sont aussi des sources de radicaux libres. D’autre part,
l'ingestion d'alcool est suivie de la formation de radicaux libres selon divers mécanismes,
également des antibiotiques, des anticancéreux L'’infection au VIH a pour effet d’accroitre la
production de radicaux libres dans I'organisme (Milane, 2004).

Parmi toutes les espéces réactives oxygénées (ERO), on distingue un ensemble
restreint de ces composés qui jouent un réle particulier en physiologie et que nous appelons
les radicaux primaires a savoir : I'anion superoxyde (O,), le radical hydroxyle (OH), le
monoxyde d'azote (NO), le radical peroxyle (ROO) et le radical alkoxyle (RO). Les autres
radicaux libres, dits radicaux secondaires telles que l'oxygéne singulet (*O,), le peroxyde
d’hydrogéne (H,0,) et le nitroperoxyde (ONOOH), se forment par réaction de ces radicaux
primaires sur les composés biochimiques de la cellule (Favier, 2003 ; Haton, 2005).

[11.4.1.2. Dommages oxydatifs

La production de radicaux chez les organismes vivants est un phénomene normal,
régulé par le biais de divers processus chimiques ou enzymatiques de détoxification. En effet
lorganisme posséde ses propres moyens de défense lui permettant de lutter contre les
radicaux libres. Quand ce systéme de protection perd son efficacité (mutation, inactivation
d’enzymes, carence en vitamines...) ou quand le nombre de radicaux libres (pollution,
alimentation...) augmente de maniére importante, il survient une agression appelée « stress
oxydatif » (Rahman, 2002).

Le stress oxydatif peut déclencher une suite d’événements moléculaires et cellulaires
dont les conséquences sont multiples : réponse inflammatoire, modulation de la prolifération
et de la différenciation cellulaire et méme la mort cellulaire. Ainsi, Tous les tissus et tous
leurs composants peuvent étre touchés : lipides, protéines, glucides et ADN (Aurausseau,
2002 ; Valko et al., 2006).

Aussi, il est a présent reconnu que le stress oxydant est un facteur d’inflammation, de
mutagénese et qui peut jouer un réle dans le développement de nombreux cancers. Il est
également impliqué dans beaucoup d’autres maladies (Aruoma, 1998). Parmi lesquelles,
nous citons, les maladie d’Alzheimer (Smith et al., 1996 ; Smith et al., 2004), de Parkinson
(Bolton et al., 2000), de Creutzfeldt Jacob et de méningo-céphalites (Ali et al., 2008), les
maladies cardiovasculaires et déficience cardiaque (Jha et al., 1995), les cedémes et
vieillissement prématuré de la peau (Georgetti et al., 2003) et le cancer (Ali et al., 2008)
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[11.4.2. Antioxydants
11.4.2.1. Définition et mécanisme d’action

Un antioxydant est défini comme une substance qui, ajoutée a faible dose a un produit
naturellement oxydable a I'air, est capable de ralentir ou d’inhiber le phénoméne d’oxydation.
Cette définition peut étre élargie et le terme "antioxydant" englobe ainsi toutes les
substances qui protégent les systemes biologiques contre les effets déléteres potentiels des
processus ou réactions qui engendrent une oxydation excessive (Shimizu, 2004).

Les antioxydants agissent en formant des produits finis non radicaux, d’autres en
interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant rapidement avec un
radical d’acide gras avant que celui-ci ne puisse réagir avec un nouvel acide gras, tandis que
d’autres antioxydants absorbent I'énergie excédentaire de l'oxygéne singulet pour la
transformer en chaleur. En méme temps, les antioxydants arrétent la réaction, la plupart du
temps parce que la structure des antioxydants est relativement stable (Haton, 2005).

Les antioxydants sont des composés chimiques capables de minimiser efficacement les
rancissements, retarder la peroxydation lipidique, sans effet sur les propriétés sensorielle et
nutritionnelle du produit alimentaire. lls permettent le maintien de la qualité et d’augmenter la
durée de conservation du produit. En outre, I'antioxydant alimentaire idéal, doit étre soluble
dans les graisses, efficace a faible dose, et non toxique, n’entraine ni coloration, ni d’odeur,
ni saveur indésirable (Haton, 2005).

[11.4.2.2. Classification
Les antioxydants sont classés dans trois différentes catégories :
l11.4.2.2.A. Antioxydants synthétiques

Parmi les antioxydants phénoliques de synthése qui sont autorisés dans certains
aliments : le BHT 321 (3,5-ditertiobutyl-4-hydroxytoluéne), BHA 320 (3-tertiobutyl-4-
hydroxyanisole), sont 'un et 'autre soluble dans les lipides et résistent bien a la chaleur. lls
ont une action synergique, ils présentent I'inconvénient d’avoir une odeur désagréable et
s’évapore rapidement. L’utilisation du BHT et du BHA est actuellement remise en question
en raison des risques toxicologiques de ces deux composés (Just et al., 2005).

Le TBHQ (tertiobutyl-hydroxyquinone) est moins soluble dans les graisses et le PG
(gallate de propyle) a 'avantage d’étre relativement soluble dans I'eau, mais I'inconvénient
d’étre peu soluble dans les lipides, peu résistant a la chaleur et de donner avec le fer des
sels de couleur foncée (Osawa et al., 1995). Le nitrite présent des propriétés anti oxydantes,
il peut aussi former des nitrosamines cancérigenes (Sugiyama et al., 1996). Les chélateurs
de métaux utilisés et plus efficaces sont les polyphosphates et les dérivés d’acide citrique
(Nakamura et al., 1998).
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I11.4.2.2.B. Antioxydants synergiques

Ce sont des molécules qui améliorent I'action de certains antioxydants. Ce qui se traduit
souvent par un accroissement de la période de protection, parmi eux se trouvent : les acides
lactique, tartrique et ortho phosphorique et leurs sels de sodium, potassium ou calcium.
Leurs propriétés peuvent s'expliquer par un effet chélatant de métaux comme le fer ou le
cuivre, dont on connait bien l'effet pro-oxydant a faible dose. Cependant, ce n'est peut étre
pas la seule explication, car plusieurs de ces produits sont d'assez mauvais chélatants.

[11.4.2.2.C. Antioxydants naturels

Les plantes constituent des sources trés importantes d’antioxydants. Les antioxydants
naturels dont l'efficacité est la plus reconnue aussi bien dans l'industrie agroalimentaire que
pour la santé humaine sont : 'acide ascorbique, les tocophérols, les composés phénoliques,
les caroténoides...etc. lls peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité et
ont également une capacité de lier les acides gras libres (Maydani, 2000a).

La vitamine E est un antioxydant important qui protége les cellules contre les dommages
associés aux radicaux libres et par conséquent, prolonge la vie cellulaire tout en ralentissant
le processus de vieillissement et la diminution de l'athérosclérose (Maydani, 2000b). La
vitamine E joue un rble important dans l'agrégation de la B-amyloide (AB), d'ailleurs, les
données cliniques ont prouvé que les patients d'Alzheimer obtiennent des avantages
remarquables au traitement par la vitamine E (Pieroni et al., 2002). Il a été déterminé que la
vitamine E naturelle, semble étre deux fois plus biodisponible que la vitamine E synthétique
(Burton et al., 1998). La vitamine E est rencontrée surtout dans les huiles végétales, les noix
et les germes de diverses graines.

Les caroténoides sont une classe de composés phytochimigues trés importante, trouvés
dans les légumes et fruits, empéchent les dommages génétiques, protegent contre les
dommages oxydants en augmentant le métabolisme de désintoxication, empéchent
l'expression des oncogeénes, augmentent l'activitt de communication des gap jonctions
(Mortensen et al.,, 2001). Les exemples de caroténoides, incluent I'alpha caroténe, béta
caroténe, lycopéne, phytofluene, phytoéne, Iutéine, neoxanthine, viloxanthine,
anthéraxanthine, alpha cryptoxanthine et béta cryptoxanthine. Leur structure polyéne leur
permet d’absorber la lumiére et de neutraliser 'oxygéne singulet. Cette chaine polyéne, par
mécanisme d’addition, permet I'incorporation des espéces réactives ou radicaux libres et de
ce fait ralentir leur propagation (EI-Agamey et al., 2004). Les caroténoides sont impliqués
dans la prévention de nombreux types de cancer ; cancer de la prostate ; cancer du poumon
(Hale, 2003).

La vitamine C est largement répandue dans les fruits, son influence sur les dégats
protéiques a été examinée dans des études d’apports de suppléments, principalement sur
des modéles de rats et il y a eu quelques essais chez 'homme. De fagon intéressante, de
supplémenter des volontaires sains pendant 5 semaines avec de la vitamine C n’a aucun
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effet (Valko et al., 2006, Van Antwerpen, 2006). Cependant, aprés 10 et 15 semaines de
traitement, les taux de carbonyles ont été significativement abaissés (Carty et al., 2000).
Ceci suggére que les autres études, qui n‘ont pas réussi a trouver une influence de I'apport
de suppléments antioxydants, devraient étre prolongées sur une plus longue durée. L’apport
de suppléments de vitamine C prévient également des dégats oxydatifs sur les protéines
induits par la fumée de cigarettes (Panda et al.,, 1999). Des études animales avec du B-
caroténe (Sarkar et al., 1995) et de l'acide a- lipoique (Cakatay et al., 2000) ont aussi
démontré qu’ils empéchaient les dégats protéiques.

L’acide alpha-lipoique, lorsqu’il fut isolé il y a cinquante ans, I'acide alphalipoique fut
identifié comme vitamine. Il a depuis été reclassé comme antioxydant et peut piéger les
radicaux libres aux niveaux intracellulaire et extracellulaire (Smith et al., 2004 ; Valko et al.,
2006). Du fait qu’il est aussi bien liposoluble qu’hydrosoluble, il peut accéder a toutes les
parties de nos cellules (Packer, 1995). L’acide lipoique réduit la glycation et favorise le
transfert du glucose sanguin aux cellules en stimulant I'activité insulinique (Kahler et al.,
1993).

[11.4.2.3. Techniques d’évaluation de I'activité antioxydante

Cette derniére décennie a connu une véritable explosion d’articles scientifiques sur les
antioxydants naturels. De trés nombreuses études a travers le monde ont démontré
limplication des antioxydants dans la lutte contre diverses pathologies chroniques, telles que
le diabete, I'obésité, les maladies neurodégénératives, cancers, etc. Plusieurs méthodes
sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, l'activité antioxydante (Prior et al., 2005). Ces
méthodes different entre elles selon la nature des radicaux libres, ainsi que selon les
techniques analytiques impliquées dans le fonctionnement des processus d’oxydations
(Magalhaes et al., 2008). Nous décrivons ci-dessous quelques méthodes d’analyse les plus
utilisées in vitro pour I'évaluation de l'activité antioxydante.

111.4.2.3.A. Test de réduction du radical stable, DPPH

La capacité antioxydante peut étre aussi mesurée en utilisant des radicaux libres plus
stables. Le radical |,I-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre trés stable a I'état
cristallin et en solution, de coloration violette (Brand-Williams et al., 1995). Le maximum de
son absorption se situe vers 515 nm dans le méthanol et I'éthanol (Dangles et al., 1999). Par
cette méthode, nous considérons que l'activité antioxydante n'est autre que la capacité des
antioxydants d'agir comme piégeur des radicaux libres. lls agissent en transférant un atome
d'hydrogene ce qui conduit a la disparition du DPPH au cours de la réaction et a un
changement de coloration dans la solution initiale.

Plus un composé a la facilité de céder son atome d'hydrogéne, plus celui-ci est jugé
efficace comme antioxydant. Le pourcentage du DPPH restant est proportionnel a la
concentration de l'antioxydant. La concentration du composé antioxydant nécessaire pour
atteindre une disparition de 50 % du DPPH a I'équilibre est connue comme la CEs.
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Sanchez-Moreno et al. (1998) ont proposé un autre paramétre pour mesurer l'efficacité
antiradicalaire (EA) ou le TCs, est le temps nécessaire pour arriver a I'état d'équilibre en
utilisant la CEsg. La méthode du DPPH a été utilisée par de nhombreux auteurs pour étudier
les extraits végétaux et alimentaires et mesurer leur capacité antioxydante totale. Cette
méthode est rapide et peu colteuse, c’est un simple procédé de spectrophotométrie.

111.4.2.3.B. Test de blanchiment : B-caroténe/acide linoléique

Le B-caroténe est un antioxydant lipophile qui protége les acides gras de I'oxydation ;
ajout d’'un deuxieme antioxydant va permettre sa préservation. L’absorbance du -caroténe
est mesurée a 470 nm avec et sans antioxydant (Goupy et al., 1999).

Le B-caroténe est physiologiqguement un composé important reconnu par sa forte activité
biologique. Dans l'industrie agro-alimentaire, il est utilisé dans les boissons comme un agent
de coloration et sa décoloration indique la réduction de qualité de ces produits (Bougatef et
al., 2009). Cependant, dans le test du blanchiment du B-caroténe, la présence des 11 paires
de doubles liaisons rend le B-caroténe extrémement sensible aux radicaux libres dérivés
d’hydroperoxydes qui sont formés a partir de 'oxydation d’acide linoléique dans un systéme
émulsion aqueuse en résultant le blanchiment du B-caroténe (Unten et al., 1997). La
présence des antioxydants comme les polyphénols réduisent 'ampleur de la destruction du
B-caroténe en neutralisant les hydroperoxydes et d’autres espéces radicalaires formées a
lintérieur de ce systéme.

[11.4.2.3.C. Test de réduction du fer (FRAP)

La méthode de FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma), a été initialement développée
pour mesurer la capacité antioxydante du plasma sanguin, ensuite le test a été généralisé
aux études des pouvoirs antioxydants des extraits de plantes (lris et al., 1999; Nilsson et al.,
2005). Le dosage consiste a réduire le complexe tripyridyltriazine ferrique [(Fe(lll)-TPTZ)] de
couleur jaune en complexe ferreux [(Fe(ll)-TPTZ)] de couleur bleu, sous l'action d'un
antioxydant par un transfert d’électron. La variation de la coloration est mesurée par
spectrophotométrie a 593 nm, toutes les 15 secondes durant une durée n’excédant pas les
10 minutes (Benzie et al., 1999). Le pouvoir réducteur d’'un composé est associé a son
pouvoir antioxydant, une augmentation de I'absorbance correspond a une augmentation du
pouvoir réducteur. Ce test est rapide et donne des résultats répétables pour des solutions
biologiques ou pour des solutions pures d’antioxydants (Hubert, 2006).

111.4.2.3.D. Test de capture des radicaux peroxydes: ORAC et TRAP

L’AAPH, 2,2-azobis-(2-amidinopropane) dihydrochlorure, est un générateur hydrophile
de radicaux libres. Deux tests utilisent TAAPH : TRAP et ORAC.

Dans le test TRAP (total radical trapping antioxidant potential), TAAPH est solubilisé en
milieu aqueux avec l'antioxydant et un indicateur qui devient luminescent lorsqu’il est oxydé
a 37°C, comme le luminol. La capacité des antioxydants a bloquer 'oxydation de l'indicateur
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est comparée a celle du Trolox donnant une valeur TRAP. Ce test est utilisé pour déterminer
la capacité antioxydante du plasma et du sérum sanguin (Schlesier et al., 2002).

Le test ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), s'impose comme une méthode
de référence pour tester la capacité antioxydante in vitro (Crichton et al.,, 2002). Il est
applicable aux solutions biologiques comme le plasma sanguin et des extraits de fruits et
légumes (Prior et al., 2003). Il permet de mesurer séparément, a partir d’'une méme solution
biologique, la capacité antioxydante des composés hydrophiles et lipophiles qui la
composent, aprés séparation par une extraction a 'nexane. Plus l'indice d’ORAC est élevé
plus la capacité antioxydante du produit est forte (MacDonald-Wicks et al., 2006).
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I.1. Introduction

En 1948, Boudy note que I'Oranie présente certaines particularités en disant : " nous
entrons en Oranie, qui est un monde a part, avec un paysage un peu steppigue attesté par la
présence d’alfa et de lacs salés (sebkha). Le drainage de la plaine est insuffisant. L’érosion y
est en lutte avec le soulevement orogénique car le pays n’a pas encore acquis son relief
définitif, d’'ou de graves inondations par défectuosité du modeéle". Thinthoin (1948) divise
'Oranie en cinq parties : les reliefs littoraux ou sahels ; les plateaux néogénes qui forment
avec les basses plaines un seul ensemble communiquant avec le littoral ; I'atlas plissé
constitué d’est en ouest des monts de Béni Chougrane, des Ouled Ali et des monts du
Tessala, qui forme une barriere difficilement franchissable a I'exception de quelques bréches
qgu'empruntent les oueds EI Hammam, Mektoub, Mékerra et Isser; les hautes plaines
telliennes représentées par celle de Sidi Bel Abbes et Sidi Ali Benyoub s’étendant au sud de
latlas plissé et communiquent avec les basses plaines littorales; [latlas tabulaire
comprenant trois groupes de monts d’est en ouest : les monts de Saida, les monts de
Dhaya, les monts de Tlemcen ; il constitue une barriére entre les hautes plaines steppiques
et les hautes plaines telliennes.

I.2. Contexte géographique

Les monts de Tessala sont situés a 15 km au nord-ouest de la ville de Sidi Bel Abbés,
limités au nord par la plaine de la Mleta et la Sebkha d’Oran, a l'est par les monts de Beni
chougrane, a l'ouest par les monts de Sebaa Chioukh et au sud par la plaine de Sidi Bel
Abbés. Ces monts se prolongent entre trois communes : Tessala, Ain Trid et Sehala (Ferka-
Zazou, 2006).

La forét de M'Sila se situe a 30 km a 'ouest de la ville d’Oran, couvrant une superficie de
1570 ha. Elle est limitée par les communes d’Ain Kerma a l'ouest et de Messereghine a l'est,
au nord par les commune d’El Ancgor et les Andalouses, au sud par le peuplement de
Terziza. Elle fait partie de la Circonscription Forestiere d’Oran et du District de Boutlélis
(C.F.W.0, 1996).

La commune de Béni Saf appartient au littoral ouest a environ 30 km de la ville d’Ain
Témouchent et 120 km au sud-ouest d’oran, elle couvre une superficie de 61,62 Km? soit 6
162 Ha. Elle est partagée entre la frontiere avec la commune de Sidi Safi a I'Est, la
commune d’Emir Abdel Kader au Sud, la commune d’Oulhaca et Oued Tafna a l'ouest, et la
mer Méditerranéenne au Nord (Hassani, 2013 ; Merioua, 2014).

La commue de Ain Skhouna est située a 85 Km au sud-est de la ville de Saida, localisée
administrativement dans la daira d’El Hssasna, elle est limitrophe au nord et a I'est par la
wilaya de Tiaret, au sud par la wilaya d’El Bayadh et a l'ouest par la commune d’El
Maamoura (Morsli et al., 1989).
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La localisation géographique des différents sites d’étude est représentée dans la figure
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Figure 6 : Carte de situation géographique des sites d’étude (établie par Google earth,

2014)

I.3. Orographie et hydrographie

Dans les monts de Tessala, les pentes de 12% a = 25% sont les prédominantes. Ces
deux classes de pente occupent a elles seules presque 80% de la totalité des monts et
donnent des formes ondulées du relief. En effet sur les terrains a forte déclivité (pente
supérieure a 25%), la morphosyntaxe est trés marquée essentiellement par I'érosion linéaire
(ravinement) et la ou les terrains ne sont pas boisés (forét ou maquis) (Benabdeli, 1996).
Ces monts se rapportent au domaine Tellien, ils s’étendent dans la direction du sud-ouest et
nord-est en passant a l'est, ils s’associent a Beni Chougrane. Les cotes varient largement,
elles ont des valeurs maximales dans les parties sud-ouest (avec 1061m), la chaine s’arréte
abruptement a coté de la plaine de Mléta. Au sud et au sud-est s’étend la plaine de Sidi Bel
Abbés dont les altitudes varient de 400 a 500m, elle est caractérisée par un relief treés peu
accidenté (Benyahia et al., 2001). Dans les monts de Tessala, la pente au sud se caractérise
par un relief doux avec les oueds saisonniers, les ravins plus profonds et les lignes de
crétes. Par contre, vers le nord elle se caractérise par des vallées profondes, étroites et des
oueds permanents ainsi que des entailles nettement visibles dans les ravins (Pouquet,
1952).
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La forét de M'Sila est caractérisée par un relief moins accidenté avec un terrain plat sans
pentes abruptes (pentes inferieures a 3 %). Dans certains endroits (au sud surtout), les
ruptures de pente (supérieures a 25 %) entrainent souvent des phénoménes d’érosion. La
presque totalité de la forét dispose d’un plateau sans orientation particuliére ou dominent les
peuplements denses et clairs de chéne liége d’autres peuplements de moindre superficie
existent également sur le versant nord. La forét qui se trouve entre 260m d’altitude au nord-
est et 568m au sud-ouest se caractérise par un important dénivelé d’environ 308m
(A.E.F.C.0O., 1961). Le massif est drainé donc par un réseau hydrographique a orientation
NE-NO comprenant 6 oueds (oued Guedara, oued N’Saris, oued Dith, oued Djorf Halia,
oued Bensabia, oued Hassan et oued Seggai) et un seul ravin trés profond qui coule dans la
plaine de Bousfer.

Le massif de Béni Saf a substratum volcanique et schisteux ou se dressent des replats
formés de sols iso-humiques peu profonds. La topographie est marquée par une pente qui
varie entre 3 % et 25 %. La basse Tafna dans l'ouest de la commune est formée de sols
alluvionnaires. La topographie est généralement de faible pente (3 %). L'est de la commune
est marqué par de légéres ondulations, formé de sols calcaires moyens profonds avec une
pente de 3 % a 12 %. La situation géographique spécifique de la commune de Béni Saf
(littoral), nous améne a remarquer plusieurs classes d’altitudes, de zéro métre au bord de la
mer, jusqu’'a 409 m (Djebel Skhouna) au sud, qui représente le point le plus élevé de la
région. L’exposition joue un réle important dans la répartition des végétaux. Les versants
tournés vers le nord (en face de la mer) sont en général plus humides et moyennement
ensoleillés, tandis que les versants dirigés vers le sud sont plus ou moins secs. La commune
de Béni Saf constitue un exutoire d’'un ensemble géographique a relief trés accidenté ou le
réseau orographique est fortement densifie. Parmi ces cours d’eau nous notons : la
confluence de Oued Boudali et Oued Ansar drainant la partie est vers Sidi Safi, les Oueds de
Saf Saf, Benhassini et Segla drainant la partie sud de Béni Saf et les Oueds de Midah et
Chelel drainant la partie ouest de la ville.

Dans la commune de Ain Skhouna, le Chott Chergui est la plus importante ressource en
eau. C’est un bassin fermé, formé de reliefs peu accusés. La hauteur moyenne des eaux est
de 250 mm environ, dont une partie s’infiltre dans le sol et, par des circulations souterraines,
tend & gagner la partie basse de la cuvette. Les terrains argileux sableux qui surmontent les
calcaires créent, d’autres part, un obstacle a la sortie des eaux. On distingue des sources
d’eau qui coulent toute 'année et forment des mares a biotopes spécifiques. Les eaux sont
en général thermales, la minéralisation est supérieure a 1 g/l, sans toutefois dépasser les 2
g/l ou 3 g/l (Nourredine, 2001).
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I.4. Pédologie

Le sol est I'élément principal de I'environnement, il régle la répartition de la végétation et
se développe en fonction de la nature de la roche mére, la topographie et les
caractéristiques du climat (Ozenda, 1954).

Les sols dans le mont de Tessala sont généralement pauvres, a affleurement rocheux,
de profondeur faible, leur texture est fine. Par ailleurs, les lithosols et les régosols se
localisent sur les versants pointus. Selon Pouquet (1952), quatre différents types de sol
caractérisent la commune de Tessala :

- des sols a sesquioxydes de fer (sols rouges ou bruns rouges) caractérisés par une
texture équilibrée et une structure grumeleuse et qui sont peu affectés par I'érosion
et essentiellement touchés par le décapage. Ces sols sont occupés par des cultures
céréaliéres et fourrageres, représentant une grande valeur agricole,

- des sols bruns calcaires avec une profondeur inférieure a 50cm et de texture lourde
et structure polyédrique fine, les pierres de surface y sont nombreuses. Ces sols
portent des céréales et des jachéres,

- les vertisols (couleur noiratre ou brun foncé) caractérisés par profondeur qui varie
entre 30 et 50cm, une texture limono-argileuse et une structure grumeleuse,
localisés aux bas versants et sont colonisés par les céréales, des fourrages et de la
jachere,

- les lithosols et les régosols qui se localisent sur les versants a forte pente avec une
profondeur ne dépassant qu’exceptionnellement les 30 cm (Ferka-Zazou, 2006).

La forét de M'Sila s’éléve sur un sol trés profond (supérieur a 2m). Généralement, c’est
un sol pauvre, d’'une texture argilo-siliceuse, provenant de la décomposition des schistes et
guartzites néocomiens et de désagrégations des grés sableux pliocenes (Thintoin, 1948).
Quatre types de sol sont définis par Aime (1991) : les sols rouges sur formation quartzique,
les sols rouges décarbonatés sur grés calcaire, les sols rouges tirsifiés et les sols
polycicliques.

Dans la commune de Béni Saf, deux types de sols s’individualisent : des sols peu
évolués d’apport (trés répandus dans la commune de Béni Saf) formés essentiellement par
des sols colluviaux brunifiés sur roche mére généralement marne schisteuse ou calcaire, de
couleur foncée, riches en matieres organiques, en éléments grossiers (cailloux et graviers),
bien aérés, dotés d’une texture limoneuse et structure instable ; des sols bruns calcaires sur
roche mére marne schisteuse ou grés calcaire avec un horizon superficiel généralement de
couleur brune qui devient clair jusqu’a I'horizon inférieur, tres bien aéré en surface, fortement
calcaire (taux de CaCos; > 40 %), pauvre en matiére organique avec dominance de la texture
limoneuse en surface et argileuse en profondeur, et une structure polyédrique (Merioua,
2014).
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Dans la commune d’Ain Skhouna, les terres appartiennent aux sols désertiques,
squelettiques et steppiques a texture légére et lIégérement saline ; ils sont couverts d’une
végétation dégradée, représentée par d'immenses plages de salsolacées au niveau du chott
Chergui (Nourredine, 2001).

I.5. Cadre climatique

En région méditerranéenne, le climat est un facteur déterminant en raison de son
importance dans I'établissement, I'organisation et le maintien des communautés animales et
végétales. Le climat méditerranéen est également défini comme un climat extra-tropical a
photopériodismes saisonnier et quotidien, a pluviosité concentrée durant les saisons froides ;
I'été, saison plus chaude, étant plus sec (Emberger, 1955).

Selon Benabdeli (1996), I'Oranie est caractérisée par un climat relativement sec sur
ensemble de la région, la pluviométrie est généralement inférieure a 500 mm (a I'exception
des hauteurs et des monts de Tlemcen ou elle atteint 800 mm. Une tranche pluviométrique
insuffisante est le plus souvent mal répartie. Le régime pluviométrique le plus fréquent
présente un maximum hivernal et automnal. La période de sécheresse atteint le plus souvent
sept mois surtout au sud des chaines de I'Atlas tellien et varie de cinq a sept mois plus au
nord, notamment sur les plaines intérieures et chaines telliennes.

La connaissance du climat est I'élément fondamental de I'approche du milieu, il est basé
essentiellement sur les températures et les précipitations du fait qu’elles constituent les
facteurs limitant, mais cela n’excluent pas linfluence d’autres composants comme la neige,
le vent et les gelées.

I.5.1. Choix des stations météorologiques

Pour caractériser au mieux le climat de nos sites d’étude, deux parameétres climatiques
sont pris en considération : les précipitations et les températures. Nous avons recueilli des
données anciennes qui proviennent principalement de Seltzer (1946) s’étalant de 17 a 25
ans : 1919-1936 (forét domaniale de M’sila), 1913-1934 (commune de Béni Saf), de 1913-
1938 (mont de Tessala). Concernant la commune de Ain Skhouna, nous n’avons pas trouvé
de données anciennes.

Les données récentes s’étendant sur une période de 33 ans (1980-2013) nous ont été
fournies par les stations météorologiques les proches de nos sites d’étude et par certains
établissements comme ['Institut National de la Protection des Végétaux de Messerghine
(LN.P.V), I'Agence Nationale des Ressources hydrique (A.N.R.H) et I'Office Nationale de
Météorologie (O.N.M, 2013). Les caractéristiques de ses stations de référence ainsi que les
périodes d’observation sont mentionnées dans le tableau 5.
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Tableau 5 : Caractéristiques des différentes stations météorologiques

Sites . ,Statlon_s Longitude Latitude Altitude Wilayas . Perlode.
météorologiques (m) d'observation
AP (1919-1
M'sila El Angor 0°52'W  35°41'N 90 Oran (1919-1936)
NP (1980-2013)
- - o AP (1913-1934)
Béni Saf Béni-Saf 1°21W 36°18'N 65 Ain Témouchent
NP (1980-2013)
AP (1913-1938
Tessala Sidi Bel Abbes 00°38'W  35°11'N 486 Sidi Bel Abbés ( )
NP (1980-2013)
Ain Skhouna Rebahia 00°09E  34°52'N 750 Saida NP (1980-2013)

AP : ancienne période ; NP : nouvelle période.

Notre étude climatique repose sur deux niveaux d’analyses, le premier est un examen
des parametres analytiques (températures, précipitations) ; le deuxiéme est synthétique ou
des indices bioclimatiques et des représentations graphiques sont utilisés.

1.5.2. Précipitations (P mm)

Les précipitations représentent la source principale deau nécessaire pour une
production de la biomasse, caractérisées par trois principaux parametres : leur volume, leur
intensité et leur fréquence qui varient selon le jour, les mois et aussi selon les années
(Guyot, 1997).

Djebaili (1978) définit la pluviosité comme étant le facteur primordial qui permet de
déterminer le type de climat. En effet, celle-ci conditionne le maintien et la répartition du tapis
végetal d’'une part, et la dégradation du milieu naturel par le phénomene d’érosion d’autre
part ; notamment, au début du printemps.

Tableau 6 : Répartition mensuelle et annuelle des précipitations moyennes (exprimées en
mm) des différents sites d’étude

Sites Périodes Jan. Févr. Mars Avril Mai Juin Juil. Ao(t Sept Oct. Nov. Déc. PMA

NP 476 35 448 341 24 31 13 14 209 433 496 47,2 3526

Tessala AP 83 8 63 51 42 12 1 3 16 46 88 94 581
il NP 545 478 407 324 251 46 04 13 118 388 661 631 387.1

AP 713 594 486 40 31,3 108 1,1 32 201 443 82,1 86,6 4988
Béni Sat NP 512 527 368 331 215 57 27 31 172 339 623 367 3572

AP 49 40 37 30 24 9 1 2 15 39 57 68 371
Ain Skhouna NP 344 24,1 282 296 312 74 7,2 6,1 249 489 332 364 3116

PMA : précipitations moyennes annuelles.
La répartition des précipitations (Tab. 6) dans les différents sites d’étude montrent que :

— pendant 'ancienne période, des pluviosités maximales respectives de 94 mm, 86,6
mm et 36,4 mm sont notées durant le mois décembre dans le mont de Tessala, la
forét domaniale de M’sila et la commune Béni Saf. Des précipitations moyennes
annuelles de 581 mm, 498,8 mm et 371 mm sont enregistrées respectivement dans
le mont de Tessala, la forét domaniale de M’sila et la commune de Béni Saf,
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— pendant la période récente, des pluviosités maximales de 49,6 mm, 66,1 mm et 62,3
mm sont enregistrées durant le mois de novembre dans le mont de Tessala, la forét
domaniale de M’sila, les deux communes de Béni Saf et d’Ain Skhouna
respectivement. Des précipitations moyennes annuelles de 352,6 mm, 387,1 mm,
357,2 mm et 311,6 mm dans le mont de Tessala, la forét domaniale de M’sila, les
deux commune de Béni-Saf et d’Ain Skhouna respectivement.

1.5.3. Températures (T °C)

La température est le second facteur constructif du climat, elle est considérée comme un
facteur écologique fondamental et un élément vital pour les formations végétales. C’est un
facteur exercant une action écologique importante sur les étre vivants (Peguy, 1970).

La caractérisation de la température en un lieu donné se fait généralement a partir de la
connaissance des variables suivantes : les températures maximales (M), les températures
minimales (m) et les températures moyennes mensuelles.

Tableau 7 : Répartition mensuelle et annuelle des températures moyennes (exprimées
en °C) des différents sites d’étude

Sites Périodes Jan. Févr. Mars Avril Mai Juin Juil. Ao(t Sept. Oct. Nov. Déc. TMA
Tessala NP 87 106 118 134 176 224 26 26,3 224 181 126 9,6 16,6

AP 75 95 105 13 16 20 235 225 205 155 115 85 148
M’sila NP 11,2 12,4 13,8 158 17,9 21,4 236 248 22,7 20,2 151 123 17,6

AP 111 116 128 149 16,7 196 22,7 235 21,3 18,1 143 12 16,5

NP 13,2 13,7 15,1 16,8 19 216 188 242 224 205 17,1 13,2 179
AP 129 13 144 155 183 221 243 25 229 19,7 16,3 13,9 181

Béni Saf

Ain Skhouna NP 7 86 10,2 13,1 195 234 259 265 21,7 16,2 105 7,9 158

TMA : température moyenne annuelle.
La répartition des températures (Tab. 7) dans les différents sites d’étude montrent que :

— pendant l'ancienne période, des températures mensuelles maximales de 23,5 °C,
sont enregistrées respectivement pendant le mois d’aolt dans le mont de Tessala et
la forét domaniale de M’sila et, de 25°C pendant le méme mois dans la commune de
Béni-Saf. Des températures mensuelles minimales de 7,5 °C, 11,1 °C et 12,9 °C sont
notées pendant le mois de décembre dans le mont de Tessala, la forét domaniale de
M'sila et la commune de Béni Saf respectivement. Les températures moyennes
annuelles de 14,8 °C, 16,5 °C et 18,1 °C sont enregistrées respectivement dans le
mont de Tessala, la forét domaniale de M’sila et la commune de Béni Saf ;

— pendant la nouvelle période, des températures mensuelles moyennes maximales de
26,3 °C, 24,8 °C, 24,2 °C et 26,5 °C, sont enregistrées durant le mois d’ao(t dans le
mont Tessala, la forét domaniale de M’sila, la commune de Béni Saf et Ain Skhouna
respectivement. Des températures mensuelles minimales respectives de 8,7 °C, 11,2
°C, 13,2 °C et 7 °C relevées au mois de janvier respectivement pour le mont de

Page 62



CHAPITRE | Présentation des sites d’'étude

Tessala, la forét domaniale de M’sila, la commune de Béni-Saf et Ain Skhouna. Les
températures moyennes annuelles sont de 16,6 °C, 17,6 °C, 17,9 °C et 15,8 °C
enregistrées dans mont Tessala, la forét domaniale de M'sila et les deux communes
de Béni Saf et d’Ain Skhouna respectivement.

1.5.4. Synthése climatique

Les facteurs climatiques n’ont une véritable indépendance ni en météorologie, ni en
écologie d’ou lintérét des formules climatiques proposées par les auteurs pour une étude
synthétique du climat recherchant une classification des types de climat qui puisse rendre
compte au mieux du comportement de la végétation (Sauvage, 1960). En effet, la synthése
bioclimatique est une étape indispensable a tout projet relatif a I'environnement, elle
conditionne par le biais de ses composantes, le type de climat et de la couverture végétale.
Sur le plan théorique, la synthése bioclimatique se justifie par importance primordiale de
ces deux facteurs (précipitation et température) pour les plantes et sur le plan pratique par la
qualité des résultats obtenus.

Dans la présente synthése, nous retenons particulierement: le diagramme
ombrothermique de Baghouls et Gaussen, le régime saisonnier des précipitations, le
coefficient relatif de Musset, 'amplitude thermique ou indice de continentalité, I'indice de
sécheresse estivale, le quotient pluviométrique d’Emberger et lindice d’aridité de De
Martonne.

1.5.4.1. Diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen

Pour visualiser le diagramme ombrothermique, Bagnouls et Gaussen (1953) proposent
une méthode simple et efficace qui consiste a porter sur un méme graphe la température et
la pluviométrie moyenne mensuelle de sorte que I'échelle des précipitations soit double des
températures (P = 2T). Selon Bagnouls et Gaussen (1953), un mois est dit sec sile total
mensuel des précipitations exprimées en millimetres est égal ou inférieur au double de la
température moyenne exprimée en degrés centigrades.

Une combinaison des données pluviométriques et des températures est tres
intéressante pour caractériser l'influence du climat sur la région dans la mesure ou le
diagramme ombrothermique est concu de facon que les courbes se croisent au début et a la
fin de la saison séche. La surface comprise entre les deux courbes indique la sévérité de la
sécheresse, la partie de la courbe située au dessous de cette limite correspond a la saison
humide.
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Figure 7 : Diagrammes ombrothermiques (P = 2T) des différents sites d’étude
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L’établissement des diagrammes ombrothermiques (Fig. 7) des différents sites d’étude
fait ressortir les caractéristiques suivantes :

— durant 'ancienne période (AP), la période humide s’étend sur environ sept mois dans
le mont de Tessala, six mois et demi dans la forét domaniale de M'sila et six mois
dans la commune Béni Saf,

— durant la nouvelle période (NP) apparait une nette période de sécheresse qui s’étend
sur tout I'été, partiellement sur le printaniére et 'automne, soit de la fin d’avril a la mi-
octobre dans le mont de Tessala; de la mi-avril & la mi-octobre dans la forét
domaniale de M’sila, de la mi-avril a la fin d’'octobre dans la commune de Béni Saf et
du fin avril au début octobre dans la commune d’Ain Skhouna.

1.5.4.2. Régime saisonnier des précipitations (RS) et coefficient relatif de Musset
(Crs)

Le régime saisonnier consiste a un aménagement des saisons par ordre décroissant des
précipitations, ce qui permet de définir un indicatif saisonnier, en désignant chaque saison
par les initiales P, H, E et A respectivement pour le printemps, l'hiver, I'été et 'automne
Chaabane (1993). Cette répartition saisonniére est particulierement importante dans la
physionomie de la végétation (Corre, 1961).

Le coefficient relatif de Musset est calculé par la formule :

Crs =[Ps x 4] / Pa

Avec :
— Crs : coefficient relatif de Musset,
— Ps : précipitations moyennes saisonniéres,
— Pa: précipitations moyennes annuelles.
Tableau 8 : Répartition saisonniére des précipitations, régime saisonnier (RS) et
coefficient relatif de Musset (Crs) des différents sites d’étude
Sites Périodes Automne Crs Hiver Crs Printemps Crs Eté Crs RS
T | NP 113,95 1,29 129,9 1,47 103 1,16 5,8 0,06 HAPE
essala
AP 150 0,78 259 0,89 156 0,71 16 0,03 HPAE
Misila NP 116,83 1,2 16561 1,71 9835 1,01 6,36 0,06 HAPE
AP 146,55 1,17 217,3 1,74 1199 0,96 151 0,12 AHPE
Béni Saf NP 113,55 1,17 140,63 1,45 9145 0,94 11,58 0,11 HAPE
enl sa
AP 111 0,89 257 2,06 91 0,72 12 0,09 HAPE
Ain Skhouna NP 107 1,1 949 0,98 89 0,91 20,7 0,21 HAPE

H : hiver (décembre, janvier, février) ; A : automne (septembre, octobre, novembre) ; P :
printemps (mars, avril, mai) ; E : été (juin, juillet, aoQt).
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Figure 8 : Régimes pluviométriques saisonniers (mm) des différents sites d’étude.

La distribution saisonniére des pluies (Fig. 8) ainsi que les résultats relatifs aux régimes
saisonniers et aux coefficients relatifs de Musset des différents sites d’étude (Tab. 8)

montrent que :

— le maximum des pluies est concentré en hiver et en automne, avec un degré moindre

en printemps,

— pour l'ancienne période, le régime saisonnier est de type HPAE, AHPE et HAPE
respectivement dans le mont de Tessala, la forét domainale de M'sila et la commune

de Béni Saf ;
d’étude.

pour la nouvelle période, il est du type HAPE dans tous les sites
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1.5.4.3. Amplitude thermique ou indice de continentalité (IC)

L’amplitude thermique extréme (M - m) est un paramétre climatique trés important car il
permet de définir a partir d’'un indice appelé « indice de continentalité » si la zone est sous
influence maritime ou continentale. En se référant a la classification de Debrach (1959) qui
est fondée sur I'amplitude M - m:

— climat insulaire: M-m< 15 °C;

— climat littoral : 15°C<M-m<25°C;

— climat semi-continental : 25°C<M-m<35°C;
— climat continental : 35 °C <M -m.

Tableau 9 : Indice de continentalité (IC) des différents sites d’étude

Sites  Périodes IC (°C) Types du climat

NP 32,05 semicontinental
Tessala . .
AP 30 semi continental
. NP 23,26 Littoral
M'sila )
AP 18,7 Littoral
. NP 24,4 Littoral
Béni Saf )
AP 19,62 Littoral

Les résultats relatifs aux indices de continentalité des différents sites d’étude (Tab. 9)
montrent que le climat est de type :

— semi continental dans le mont de Tessala avec des indices de continentalité de 30 et
32,05 pour 'ancienne et la nouvelle période respectivement,

— littoral dans la forét domaniale de M’sila et la commune de Béni Saf, avec des indices
de continentalité respectifs pour 'ancienne et la nouvelle période de : 18,7 et 23,26
dans la forét domaniale de M’sila ; 19,62 et 24,4 dans la commune de Béni Saf.

1.5.4.4. Indice de sécheresse estivale (ISE)

L’indice de sécheresse estivale (ISE) permet, en complément du régime pluviométrique,
de mieux caractériser le climat méditerranéen. Il est exprimé par la formule suivante
(Emberger, 1942) :

ISE (mm/°C) = PE (mm) / M (°C)
Avec :
— ISE : indice de sécheresse estivale ;
— PE: pluviosité estivale (en mm) définie par les mois de juin, juillet et aolt ;

— M : la moyenne des maxima du mois le plus chaud (en °C).
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Tableau 10 : Indice de sécheresse estivale (ISE) des différents sites d’étude.

Sites  Périodes ISE (mm/°C) Type du climat

NP 0,17 Méditerranéen
Tessala L o .
AP 0,5 Méditerranéen
. NP 0,21 Méditerranéen
M'sila . .
AP 0,55 Méditerranéen
o NP 0,37 Méditerranéen
Béni Saf o |
AP 0,41 Méditerranéen

Il ressort du tableau 10 que pour les deux périodes, les indices de sécheresse estivale
de tous les sites d’étude varient entre 0,17 et 0,55 (mm/°C). Ceci indique I'appartenance de
nos sites d’étude (ISE < 5) au climat méditerranéen selon la grille de Daget (1977).

[.5.4.5. Quotient pluviométrique d’Emberger (Qy)

Emberger (1930, 1971) a proposé une formule simple, valable uniqguement pour la région
méditerranéenne ou [I'évaporation a une importance particuliére. 1l admet que cette
évaporation croit avec 'amplitude climatique annuelle qu’il exprime par la différence entre la
moyenne «M» du mois le plus chaud et la moyenne «m» du mois le plus froid (Ozenda,
1977). Il propose d’utiliser pour la région méditerranéenne le quotient pluviothermique définit
par 'expression suivante :

Q. =[1000P] / [1/2(M+m) (M-m)]
Avec :

— Q,: quotient pluviométrique ;

P : précipitation moyenne annuelle (en mm) ;

M : moyenne des maxima du mois le plus chaud (en ° kelvin = °C + 273,2) ;

m : moyenne des minima du mois le plus froid (en ° kelvin = °C + 273,2).

Tableau 11 : Quotient pluviométrique (Q,) d’Emberger des différents sites d’étude.

Sites Périodes Q, Etages bioclimatiques Sous-étage Variante thermique
Tessala NP 37,72 semi-aride Inférieur Fraiche
AP 66,73 Humide Inférieur Fraiche
M'sila NP 57,16 semi-aride Inférieur Douce
AP 91,7 Humide Inférieur Chaude
Béni Saf NP 48,29 semi-ar?de Inférigur Douce
AP 63 semi-aride Supérieur Douce
Ain Skhouna NP 59,04 semi-aride Supérieur Douce

Les résultats des quotients pluviométriqgues (Tab. 11) et le climagramme d’Emberger (Fig.
9) des différents sites d’études montrent que:
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— le mont de tessala a basculé d’un étage bioclimatique humide inférieur a hiver frais
avec un quotient pluviométrique de 66,73 pendant I'ancienne période a un étage
bioclimatique semi-aride inférieur a hiver frais pendant la nouvelle période,

— la forét domaniale de M’sila a basculé d’'un étage bioclimatique humide inférieur a
hiver chaud pendant I'ancienne période (Q, = 91,7) a un étage bioclimatique semi-
aride inférieur a hiver doux pendant la nouvelle période (Q, = 57,16),

— la commune de Béni-Saf a basculé d'un étage bioclimatique semi-aride supérieur
doux pendant l'ancienne période (Q, = 63) & un étage bioclimatique semi-aride
inférieur & hiver doux pendant la nouvelle période (Q, = 48,29),

— la comme d’Ain Skhouna est caractérisée par un étage bioclimatique semi-aride
supérieur a hiver doux (Q. = 59,04), selon les données récentes.

QA I 1 AP M'sila
20 : Etage humide :
80 | | | : Etage ;seini-aride
? AP Tess >
Rin Skhouna
60 NF: M'sila

]

50 Etage aride

40 /NP#/| 1 /
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30"#‘: —————— :—'L-l——————}é ——————————
1 1
e MY T Ty = [ Iy I [ S U N S A
20 | : 1 Etage saharien
1 1
ol i !
T >
Q|1 2 (34|56 718| 9 [10/11 12 m°C
1

I Frais Doux ! Chaud

Figure 9 : Climagrame d’Emberger des différents sites d’étude.
1.5.4.6. Indice d’aridité de De Martonne (IDM)

De Martonne (1926) a essayé de définir I'aridité du climat par un indice qui associe les
précipitations moyennes annuelles (mm) aux températures moyennes annuelles (°C). Cet
indice d’aridité (I) est d’autant plus grand lorsque le climat est plus humide, il permet de
caractériser l'aridité du climat d’'une région donnée. Cet indice est d’autant plus faible que le
climat est plus aride. Il est calculé par la formule suivante :
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IDM (mm/°C) =P (mm) /[T (°C) +10]

Avec:
— IDM : indice d’aridité (mm/°C) ;

— P les précipitations annuelles (mm) ;

— T les températures moyennes annuelles (°C).

Suivant les valeurs de cet indice, De Martonne a établie la classification suivante:

— 20 < IDM < 30: climat tempéré,

— 10 < IDM < 20: climat semi aride,
— 7,5<IDM < 10: climat steppique,
- 5<IDM< 7, 5: climat désertique,

— IDM < 5: climat hyperaride.

Tableau 12 : Indice d’aridité de De Martonne (IDM) des différents sites d’étude.

Sites Périodes IDM (mm/°C) Types de climat

Tessala NP 13,23 climat semi-aride
AP 23,36 climat tempéré

M'sila NP 13,99 climat semi-aride

AP 18,77 climat semi-aride

. NP 12,62 climat semi-aride

Béni Saf . .
AP 13,16 climat semi-aride
Ain Skhouna NP 12,04 climat semi-aride

Les résultats des indices d’aridité de De Martonne (Tab. 12) montrent que le climat semi-
aride caractérise la majorité des périodes d’observation des sites d’étude, a I'exception de
l'ancienne période des monts de Tessala la ou le climat tempéré régnait avec un indice

d’aridité de 23,36.

En ce qui concerne I'écoulement des précipitations (Fig. 10), tous les sites d’étude ont

passé de la zone tempérée a drainage extérieur pendant 'ancienne période a un régime

semi-aride a écoulement temporaire pendant la nouvelle période.
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Figure 10 : Abaque de l'indice d’aridité de De Martonne des différents sites d’étude.

I.6. Formations végétales

La végétation joue un rdle important dans la caractérisation des milieux, de plus elle
influe sur 'humidité des sols, la réserve hydrique et le régime de I'eau. Cependant, son
action dépend de l'influence de certains facteurs tels que la pente et la géologie.

Le diagnostic phytoécologique et le dépouillement des relevés floristigues par Ferka-
Zazou (2006) dans le mont de Tessala a permis de dégager quatre formations principales :

- un taillis dense situé dans le versant nord, couvrant une superficie 99 ha soit 9 %
seulement de la superficie totale de la forét, avec le chéne vert (Quercus ilex L.)
comme l'essentiel végétal de cette formation,

- un matorral dense qui occupe une place importante dans la forét, il s’étend sur 310
ha soit 27 % de la superficie totale des terres forestiéres, constitué essentiellement
de taillis bas de chéne vert et de chéne kermes,

- une garrigue avec une superficie de 382 ha soit 33 % de la superficie totale de la
forét, c’est la formation végétale la plus représentée, avec présence des espéces
telles que le calycotome (Calycotome spinosa Link.), le doum (Chaemerops humilis
L.), le diss (Ampelodesma mauritanica Bir.) et lasphodéle (Asphodelus microcarpus
Sal & Viv.),
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- une forét claire qui s‘étend sur 208 ha soit 18 % de la superficie totale, localisée sur
le versant sud, c’est une forét trouée constituée essentiellement par le pin d’Alep,
Eucalyptus, le chéne vert, le caroubier et I'acacia,

Dans la forét domaniale de M'sila, le chéne-liege est 'essence dominante, actuellement
localisé essentiellement dans les cantons de M'Sila, Cheikh Ben Khalifa et avec un degré
moindre a Guedara, Belhadi (Djorf Halia), Messabiah et Oued Hassan, couvrant une
superficie totale de 4,620 km? (C.F.W.0., 1996). La densité du peuplement est variable, elle
varie en générale de 100 a 200 sujets a I'hectare et parfois beaucoup moins (< 80 tiges/ha)
par endroits a la suite des incendies. Les parcelles de forte densité (400 tiges/ha) sont
issues de différents reboisements (Bouhraoua, 2003). Parmi le sous-bois accompagnant le
chéne, nous trouvons essentiellement : Phillyrea angustifolia, Calycotome intermedia, Olea
europea, Ampelodesma mauritanica, Pistacia lentiscus, Arbutus unedo, Erica arborea,
Cistus ladaniferus, Cytisus triflorus, Cistus salvifolius, lavandula stoechas, Daphne gnidium,
Chamaerops humilis, Asparagus acutifolius, Smilax aspera et Asphodelus microcarpus.
Nous y trouvons également d’autres essences secondaires telles le cyprés, le pin maritime
et 'eucalyptus, provenant toutes des travaux de reboisement. Quelques pieds de caroubier
et de cédre existent également a I'état naturel.

Dans la commune de Béni-Saf, les formations forestiéres occupent une superficie de
2843,8 ha, formées de foréts de Pin d’Alep sur le massif montagneux de Béni-Saf (versant
nord de Djebel Skhouna), la zone de Ghar El Baroud et le pourtour de I'agglomération de
Béni Saf. Les peuplements d’Eucalyptus occupent les bas fonds et les Oueds, notamment
'Oued Saf Saf et Oued EI Middah. Les foréts de la commune de Béni Saf s’étendent sur une
superficie de 990,5 ha, ce sont essentiellement des plantations artificielles, installées sur un
réseau de banquettes pour prévenir d’'une part I'ensablement du port et protéger la ville de
Beni saf contre les inondations et I'érosion. Actuellement, ces plantations constituent une
armature forestiére qui contribue a stabiliser les talus du relief accidenté et instable de la ville
de Béni Saf. Le matorral et la broussaille représentent 1853,3 ha, ils occupent généralement,
toute la cote de la région de Béni Saf et Gaadet El Ghouzlane. Une grande partie de ces
formations végétales sont dégradées et sont réparties a travers toute la commune, dans
louest, I'est et le sud, elles sont formées essentiellement d’une végétation basse a base de
Doum et de Lentisque. Ces derniéres occupent le reste de la superficie des terres forestiéres
(Merioua, 2014).

Dans la commune d’Ain Skhouna, trois groupements végétaux sont rencontrés, ceci en
plus de la végétation caractéristique de la région du Chott Ech-Chergui (typha, roseliere,
scirpes et autres potamots, ceratophylum et myriophylum). Cette végétation forme le
groupement des hautes plaines, celui des daias et du littoral du Chott (Morsli et al., 1998) :
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- le premier groupement renferme deux associations : 'association a Stipa tenacissima
et l'association a Artiplex mauritanica et Armetisia herba alba; la deuxiéme
association comprend deux sous-associations: la sous-association a Armetisia
herba alba et a Artiplex mauritanica et Suaeda fruticosa,

- le deuxiéme groupement des daias contient deux groupes de végétation : celles des
sols salés et non salés,

- le troisieme groupement est formé de trois sous-groupements : a Juncus maritimus
dans les zones constamment humides, a Halocnemum strobilacum et groupement
pur a Halocnemum strobilacum. La flore remarquable de la région est représentée
par les especes endémiques suivantes : Euphorbia guyoniana (endémique au
Sahara), Holenackeria polyodon (endémique a I'Afrique du nord), Carum foetidum
(endémique), Frankenia thymifolia (endémique a I'Afrique du nord), Tymus ciliatus
(endémique a [I'Afrique du nord), Anacycilus cyrtolepidioides (endémique),
Helianthemum apertum (endémique). De plus, il est a signalé la présence de quatre
especes indigenes qui sont: Tamarix boveana, Tamarix gallica, Pyrus garbiana et
Ziziphus lotus.
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II.1. Choix des stations d’échantillonnage

Aprés plusieurs prospections préliminaires sur quelques localités appartenant a la région
Oranaise qui hous ont permis une bonne connaissance préalable de la région, nous avons
choisi sept stations (Pl. V). Sur chacune d’elle, des parameétres stationnels relatifs a
lemplacement (altitude, longitude, latitude et exposition) sont enregistrés (Tab. 13). Ce choix
est orienté par la présence de I'espéce M. vulgare qui a fait I'objet de notre étude. Aussi, ce
choix a pour but d’étudier les variations quantitatives et qualitatives des composés phénoliques
ainsi que des activités antimicrobiennes et antioxydantes de M. vulgare en fonction de
'hétérogénéité des écosystémes ou regnent notre espéce, une diversité résultant de la
pondération de divers facteurs écologiques tels que les facteurs climatiques et édaphiques.

La grande hétérogénéité dans les écosystemes constituants I'Oranie, nous a ramené a
étudier sept stations appartenant a quatre sites d’études :

- quatre sur le mont de Tessala (wilaya de Sidi Bel Abbés) dont deux sont a exposition
nord et deux autres a exposition sud. Les stations de chaque exposition sont situées a
des altitudes différentes,

- une station appartenant au littoral de Béni Saf (wilaya de Ain Témouchent),
- une station appartenant a la forét domaniale de M’sila (wilaya d’Oran),
- une station appartenant a la commune de Ain Skhouna (wilaya de Saida).

Tableau 13 : Paramétres stationnels des différentes stations d’échantillonnage

) Loca_llités Stations Latitude Longitude Altitude Exposition
d’échantillonnage (N) (O-E) (m)

S1 35°16'18"N 0°45'59"0 592 Sud
Tessala S2 35°16'31"N 0°46'29"0 596 Nord
S3 35°17'14"N 0°47'51"O 879 Sud
S4 35°16'15"N 0°46'55"0 883 Nord
Béni-Saf S5 35°19'44"N 01°28'76"0O 68 Sud
Forét de M’sila S6 35°37'12"N 0°53'25"0 357 Nord
Ain Skhouna S7 34°30’'N 0°49'E 996 Sud

S : station ; O : ouest ; E : est; N : nord.
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Planche V : Photos des stations d’échantillonage.
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I.2. Etude quantitative et qualitative des composés phénoliques
1.2.1. Etude quantitative des composés phénoliques
[1.2.1.1. Matériel végétal et préparation des extraits

11.2.1.1.A. Optimisation des conditions d’extraction des polyphénols a partir des
feuilles

L’objectif de cette étude est d’évaluer l'influence de quelques paramétres expérimentaux (la
nature du solvant organique et sa concentration, le temps et la température d’extraction) sur la
teneur en quelques polyphénols (phénols totaux, flavonoides et tanins condensés) contenus
dans les feuilles de M. vulgare peuplant le mont de Tessala.

Les feuilles de M. vulgare sont récoltées en avril 2012 du mont de Tessala (Station 1). Elles
sont lavées a I'eau distillée, séchées a lair libre et a 'ombre pendant dix jours puis broyées et
réduites en poudre par un broyeur a couteau muni d’un filtre a mailles et conservées dans de
petits sacs en plastiques étiquetés.

L’extraction des composés phénoliques été faite selon le protocole décrit par Chew et al.
(2011a). Deux grammes de poudre de feuilles de M. vulgare L. sont introduits dans un flacon
conique de 100 ml et mélangés avec 20 ml de solvant organique a différentes concentrations.
Pour éviter I'exposition a la lumiére et I'évaporation du solvant, le flacon est scellé avec du
parafiim et enveloppé avec du papier aluminium. Ensuite, le mélange est agité a une
température contrblée pendant une durée déterminée. Aprés extraction, I'extrait est filtré en
utilisant du papier Whatman n°1. Toutes les extractions sont réalisées trois fois et au méme
endroit.

Pour déterminer les conditions d’extraction optimales des polyphénols a doser, les
parameétres d’extraction testés et leurs variations sont fixés en fonction de la conception
expérimentale :

— type de solvant organique : trois solvants organiques sont utilisés (le méthanol, I'éthanol,
l'acétone). En paralléle et comme témoin, nous avons testé 'eau distillée,

— concentration du solvant organique : pour chaque type de solvant organique, quatre
concentrations sont préparées dans de 'eau distillée (20 %, 40 %, 60 % et 80 %),

— température d’extraction : six températures sont utilisées (20, 25, 30, 40, 50 et 60 °C),

— temps d’extraction : six différents temps sont choisis (30, 90, 180, 270, 360 et 450 mn).
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[1.2.1.1.B. Effet des parameétres environnementaux sur les concentrations en
polyphénols chez différents organes

Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés a évaluer l'influence de certains
parametres écologiques tels que la saison d’échantillonnage, le mois de prélévement, l'altitude,
l'exposition et la localité d’échantillonnage sur la teneur en quelques composés phénoliques
(phénols totaux, flavonoides et tanins condensés) sur différents organes (feuilles, tiges, racines
et fleurs) de M. vulgare.

Les différents organes (feuilles, tiges, racines) de M. vulgare on été récoltés pendant la
premiére semaine de chaque mois de 'année (de octobre 2012 a septembre 2013). Pour les
fleurs, elles ont été prélevées en période de floraison de la plante, de juin a septembre 2013
(printemps et été). Pour élucider I'effet des paramétres écologiques sur la teneur en composés
phénoliques, nous avons choisis six stations (Stations 1, 2, 3, 4, 5 et 6) dans trois habitats
différents appartenant au nord-ouest Algérien.

Les différents organes prélevés ont été lavés a l'eau distillée, séchés a lair libre et a
Fombre pendant une dizaine de jours puis broyés et réduits en poudre a l'aide d’'un broyeur a
couteau muni d’'un filire a mailles de 0,25 pum de taille et conservés dans de petits sacs en
plastiques étiquetés.

L’extraction des composés phénoliques est effectuée selon le protocole décrit par Park et
al. (2012). Deux grammes de chaque organe végétal ont été ajoutés a 10 ml de méthanol 70 %.
Aprés 5 mn d’agitation au vortex a température ambiante, le mélange est filtré sur papier filtre
(Wattman N°1), centrifugé a 4000 tours/mn pendant 15 mn. Le premier surnageant est récupéré
délicatement par une micropipette. Cette opération est répétée deux fois afin d’épuiser le
contenu en composés phénoliques solubles dans I'échantillon. Les trois surnageants sont ainsi
regroupés et conservés a -20 °C avant analyses. Toutes les extractions sont réalisées trois fois
et au méme endroit.

11.2.1.2. Dosage des composés phénoliques
[1.2.1.2.A. Dosage des phénols totaux (PT)

La quantification des phénols totaux est faite en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu selon
la méthode colorimétrique décrite par Li et al. (2008) modifiée par Chew et al. (2011a). Les
extraits bruts obtenus a partir de l'extraction sont dilués 50 fois dans de 'eau déminéralisée
avant utilisation. 1 ml d'échantillon dilué est introduit dans des tubes a essai suivi par 1 ml de
réactif de Folin-Ciocalteu (10 %, v/v). Aprés 4 mn d’incubation a la température ambiante, 0,8
ml de carbonate de sodium (7,5 %, p/v) sont ajoutés. Les tubes a essai sont couverts avec du
parafilm, agités au vortex pendant 10 sec et laissés au repos a I'obscurité et a la température
ambiante pendant 2 h. L'absorbance a été mesurée a 765 nm en utilisant un spectrophotometre
UV-VIS. Chaque extrait est analysé trois fois. Une courbe d'étalonnage est établie dans les
mémes conditions expérimentales en utilisant I'acide gallique a différentes concentrations (O-
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100-200-300-400 et 500 mg/l). Ainsi, les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide
galligue (mg EAG) par gramme de feuilles seches.

11.2.1.2.B. Dosage des flavonoides (FLA)

Les flavonoides totaux sont déterminés en utilisant la méthode décrite par Tan et al. (2011).
1,25 ml d'eau déminéralisée et 75 pl de nitrite de sodium 5 % (p/v) sont ajoutés a 0,25 ml
d'extrait brut dilué 10 fois. Le mélange est laissé au repos pendant 6 mn avant d’ajouter 150 pl
de chlorure d’aluminium a 10 % (p/v). Aprés 5 mn de repos, 0,5 ml de soude 1M et 275 ul d’eau
déminéralisée sont ajoutés. Les tubes a essai sont couverts avec du parafilm puis agités au
vortex pendant 10 sec. L’absorbance du mélange est lue au spectrophotomeétre UV-VIS a une
longueur d'onde de 510 nm. Toutes les analyses sont répétées trois fois. Une courbe
d’étalonnage est établie dans les mémes conditions expérimentales avec un standard, la (+)-
catéchine, présentant différentes concentrations (0-100-200-300-400 et 500 mg/l). La teneur en
flavonoides totaux est exprimée en mg équivalent de (+)-catéchine (mg EC) par gramme de
feuilles seches.

[1.2.1.2.C. Dosage des tanins condensés (TC)

La teneur en tanins condensés est obtenue en adoptant la méthode de Chew et al. (2011a).
50 pl d’extrait végétal brut est mélangé avec 3 ml d’'une solution de vanilline a 4 % (p/v)
préparée dans du méthanol absolu, 1,5 ml de HCI concentré (37 %) sont ensuite ajoutés. Par la
suite, le mélange est mis a l'obscurité et a la température ambiante pendant 15 mn.
L’absorbance du mélange est lue au spectrophotométre UV-VIS a 500 nm. Chaque analyse est
répétée trois fois. La catéchine (0-100-200-300-400 et 500 mg/ml) est utilisée pour la réalisation
de la courbe d’étalonnage et les résultats sont exprimés en mg équivalent de catéchine (mg
EC) par gramme de feuilles seches.

11.2.2. Etude qualitative des composés phénoliques

Pour mettre en évidence d’éventuelles différences qualitatives en termes de composés
phénoliques, nous avons jugé intéressant de séparer les extraits phénoliques obtenus des
feuilles de M. vulgare prélevées pendant toutes les saisons de 'année de quatre différentes
localités et ceci en utilisant une chromatographie liquide a haute performance (CLHP) en phase
inversée. Ces tests ont été réalisés au Laboratoire de Génétique et Biophysique des Plantes
(L.G.B.P) a l'université Aix-Marseille (France).

11.2.2.1. Matériel végétal

Les feuilles de M. vulgare ont été prélevées chaque saison de l'année 2013 (automne,
hiver, printemps et été) de quatre localités : mont de Tessala (Station 1), forét domaniale de
M'sila (Station 6), Béni-Saf (Station 5) et Ain Skhouna (Station 7). Elles ont été lavées a l'eau
distillée, séchées a l'air libre et a 'ombre pendant une dizaine de jours puis broyées et réduites
en poudre avec un broyeur a couteau muni d’'un filire a mailles de 0,25 ym de taille et
conservées dans de petits sacs en plastiques étiquetés.
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[1.2.2.2. Extraction des composés phénoliques

L’extraction des composés phénoliques a été faite selon le protocole décrit par Toffali et al.
(2011). Dans des tubes Ependorf, 0,1 g de poudre végétale est ajouté a 1,5 ml d’une solution
contenant 80 % de méthanol et 0,1 % d’acide acétique. Les tubes ont subit une courte agitation,
sonication a 40 kHz dans un bain ultrasons pendant 1H a température ambiante et une
centrifugation a 15000 tours/mn pendant 10 mn a 4°C. Le premier surnageant est récupéré
délicatement a l'aide d’'une micropipette et 500 ul de la solution contenant 80 % méthanol et 0,1
% acide acétique sont ajoutés. Le mélange a subit une agitation, une sonication a 40 kHz dans
un bain ultrasons pendant 1H a température ambiante et une centrifugation a 15000 tours/mn
pendant 10 mn a 4°C. Le deuxiéme surnageant est récupéré. Le total des deux surnageants (~
2 ml) constitue les composés phénoliques a analyser.

[1.2.2.3. Standards phénoliques testés

Dans les mémes conditions opératoires que les échantillons végétaux, 20 standards
phénoliques ont été analysés : 10 acides phénoliques (acide chlorogénique, acide férulique,
acide ellagique, acide tannique, acide caféique, acide vanillique, acide hydrocinnamique, acide
syringique, acide gallique et vanilline) et dix 10 flavonoides (diosmétine, nobilétine, lutéoline,
kaempférol, diosmine, catéchine, silibinine, tangéritine, naringine et naringinine). Des solutions
méres (1 mg/ml) sont préparées dans une solution contenant 80 % méthanol et 0,1 % acide
aceétique.

[1.2.2.4. Séparation des composés phénoliques par chromatographie liquide a
haute performance (CLHP) en phase inversée

Méme s'il existe d'autres techniques qui permettent de faire l'identification de polyphénols
tels que la chromatographie en phase gazeuse et la chromatographie sur couche mince (Bloor,
2001), la chromatographie liquide a haute performance (CLHP) en phase inversée, combinée a
la détection électronique ou a la spectroscopie ultraviolette et visible (UV-VIS) est, sans doute,
la méthode la plus communément utilisée pour l'identification et la quantification des différents
composés phénoliqgues (Merken et Beecher 2000 ; Mattila et Kumpulainen, 2002). Plusieurs
travaux ont été effectués sur lidentification des composés phénoliques en utilisant la CLHP
combinée avec d'autres techniques de détection plus ou moins complexes (Daigle et Conkerton
1983 ; Daigle et Conkerton 1988 ; Wen et al., 2005). En particulier la détermination de
polyphénols en utilisant la CHLP couplée & un détecteur par absorption a barrette de diodes, a
été trés employée ; et c'est pour cette raison qu'elle sera l'objet de la présente étude.

Le systéme CLHP Gilson utilisé se compose de :
[1.2.2.4.A. Phase mobile

Les solvants utilisés comme phase mobile en chromatographie de partage sur phase
stationnaire apolaire doivent répondre a certaines exigences. lls doivent étre de pureté
analytique et filtrés pour éliminer les particules solides qui risqueraient d’endommager la pompe

ou de bloquer la colonne. Aussi, il faut utiliser des solvants qui n’absorbent pas a la méme
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longueur d’'onde que les composés phénoliques, qui sont complétement miscibles. En plus, sila
phase mobile est constituée d’'un mélange de solvants, ceux-ci doivent étre complétement
miscibles. En plus, le soluté a séparer doit y étre soluble. Notre phase mobile est constituée
par deux solutions : solution A (5 % acide acétique / 5 % acétonitrile / 90 % eau distillée) et
solution B (100 % acétonitrile).

11.2.2.4.B. Pompe

Elle permet de déplacer la phase mobile avec deux pistons qui fonctionnent en alternance.
Elle est alimentée a partir de plusieurs flacons contenant des solvants de polarités différentes.
Elle permet aussi d'effectuer une programmation des solvants pour assurer un systéme de
gradient. Cette pompe peut livrer un débit constant de 0,001 & 9,999 ml/mn, avec des pressions
allant de 10 a 392 bars. La gamme de température de fonctionnement est de 4 a 35°C. Dans
notre étude, le protocole utilisé est comme suit (les temps indiquent le moment ou les
conditions indiquées entre parenthéses sont atteintes a partir de la situation précédente) : 0
mn (100 % solution A, 0 ml/mn), & 1 mn (100 % solution A, 0,7 mli/mn), a 4 mn (90 % solution A,
10 % solution B), a 17 mn (80 % solution A, 20 % solution B), a 20 mn (75 % solution A, 25 %
solution B), a 30 mn (20 % solution A, 80 % solution B), a 33 mn (100 % solution A), a 37 mn
(100 % solution A). Le débit d’élution est de 0,7 ml/mn & une température ambiante.

11.2.2.4.C. Injecteur

Pour introduire I'échantillon a I'entrée de la colonne, celui-ci est d’abord introduit a l'aide
d’une seringue dans un injecteur a boucle externe. Cette boucle contient deux positions :

— load (charger) : on injecte toujours un volume inférieur ou égal a celui de la boucle, en
prenant soin de ne pas introduire de bulles d’air. En cas d’exceés du liquide injecté, celui-
ci est évacué par 'ouverture de vidange,

— inject (injecter) : en tournant la valve vers cette position, seul le contenu de la boucle est
dirigé vers la colonne a travers la phase mobile.

Dans la présente étude, le volume d’injection est fixé a 100 pl. Avant chaque injection, la
colonne est équilibrée avec la solution A. En fin de journée, la colonne est lavée avec un
tampon constitué par le méthanol 75% et dans lequel elle est conservée.

11.2.2.4.D. Colonne analytique

Elle est constituée par un tube en acier inoxydable qui renferme la phase stationnaire, qui
se compose de greffons organiques apolaires (octadécyle C18), fixés sur des micros particules
de silice. C'est une phase inversée, RP-HPLC (Reversed Phase — High Performance Liquid
Chromatography). La qualité de la séparation dépend de la géométrie de la colonne, de la
granulométrie des particules qui constituent la phase stationnaire, d’éventuelles modifications
chimiques des groupes silanoles (endcapping) et de la qualité du remplissage. La colonne
analytique utilisée est de type C18 Vydac 218TP5415, longueur 15 cm, diamétre interne 4,6
mm et diametre des particules 5 um.
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11.2.2.4.E. Détecteur

Un détecteur UV-visible a barrettes de diodes permet de détecter les différents composés
contenu dans I'échantillon a analyser par enregistrement du spectre d’absorption entre 190 et
700 nm. Notons qu’il est important que les produits a détecter portent un chromophore qui
absorbe dans cette plage de longueur d’onde. La source utilisée est une lampe de deutérium.
Dans notre travail, la détection a été réalisée a 280 nm (pour les acides phénoliques) et a 370
nm (pour les flavonoides). Au niveau du détecteur, chaque composé du mélange sortant de la
colonne est détecté donnant un signal qui est enregistré par le systtme de traitement des
données sous forme d'un pic. L’ensemble des pics forme un chromatogramme.

11.2.2.4.F. Systéme de traitement des données

C’est un ordinateur a travers le logiciel Unipoint (Gilson) installé sur Windows 98. Celui-ci
permet de visualiser le signal de sortie du détecteur sous forme de pics. L’ensemble de ces pics
forme un chromatogramme. Ce type de logiciel permet d’intégrer les pics du chromatogramme
(mesurer la surface) afin de quantifier les différents composés. L’indentification
chromatographique des extraits phénoliques et des standards est basée sur la comparaison
des temps de rétention (Tr) des composés sur la colonne et les spectres d’absorptions.

[1.1.3. Traitements statistiques

L’effet des paramétres expérimentaux abordés (solvant, concentration, temps, température)
sur les teneurs moyennes de chaque composé phénolique dosé, est mis en évidence par
lanalyse de la variance a un, deux et plusieurs critéres de classification au seuil de 5 %. Nous
considérons que la différence est: non significative (p > 0,05), significative (*p < 0,05),
hautement significative (**p < 0,01) et trés hautement significative (***p < 0,001). Ces analyses
sont exécutées par Minitab 16 en utilisant le test de Tukey pour les comparaisons deux a deux.
Les mémes tests sont réalisés pour faire ressortir I'effet des conditions écologiques (saison,
mois, station, exposition et altitude) et de la nature de 'organe végétal (feuilles, tiges, racines et
fleurs) sur les concentrations moyennes en composeés phénoliques.

L'utilisation de l'analyse en composantes principales (ACP) nous a permis d'intégrer
plusieurs variables quantitatives a la fois, d'étudier les liaisons existantes entre elles, de mettre
en évidence celles qui sont les plus discriminantes et d'obtenir une image simplifiée sur des
plans discriminant au maximum les facteurs (Ceto et al., 2012). Pour cela, une matrice est
préparée en prenant les concentrations moyennes en polyphénols (phénols totaux, flavonoides
et tanins condensés) comme individus et les essais comme variables afin d’établir les
corrélations possibles en utilisant XLSTAT 2012.

Afin de faire ressortir les conditions théoriques optimales pour 'extraction de chaque type
de composé phénolique dosé, nous avons employé la méthode de réponse de surface (Liao et
al., 2012 ; Zheng et al., 2012). Cette méthode est adoptée pour chaque type de composé
phénolique avec le solvant ayant donné les teneurs expérimentales maximales. Les variables
indépendantes étudiées sont: la concentration du solvant organique (X;), la température
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d’extraction (X,) et le temps d’extraction (X3). Tandis que la variable dépendante (Y : variable de
réponse) est la teneur en polyphénols dosés. En premier lieu et pour tirer les meilleures
combinaisons des variables indépendantes donnant un pourcentage maximal de R? ajusté, une
régression des meilleurs sous- ensembles est réalisée par Minitab 16. L’équation de régression
du modéle est obtenue par une analyse en régression générale. Enfin, les conditions optimales
d’extraction sont obtenues en faisant introduire 'équation de régression dans le logiciel Maple
6.

L’analyse factorielle des correspondances (AFC) est une méthode descriptive qui a pour
objectif de résumer I'information contenue dans un tableau comportant « n » lignes (dans notre
analyse : les organes végétatifs par station d’échantillonnage et par saison de prélévement) et
« p » colonnes ou variables (dans notre analyse : les concentrations saisonnieres en phénols
totaux, flavonoides et tanins condensés ; altitude et exposition) (Legendre et Legendre, 1984).
C’est aussi une technique qui a pour but de décrire en particulier sous une forme graphique le
maximum de l'information contenue dans un tableau rectangulaire regroupant a la fois des
données quantitatives et qualitatives (Dervin, 1992 ; Troude et al., 1993). Cette analyse est
accomplie en utilisant XLSTAT 2012.

Afin de faire ressortir les corrélations existantes entre les différents parametres écologiques
choisis, des tests de corrélation de Pearson ont été faits au seuil de 5 % en utilisant le logiciel
XLSTAT 2012. Nous considérons que les variables sont en corrélation si 0,3 < R < 0,8 (Amaral
et al., 2008 ; Alcantara et al., 2012 ; Brahmi et al., 2014).

I1.3. Activités biologiques des flavonoides extraits des feuilles

Le but de cette étude est d’évaluer le potentiel antimicrobien et antioxydant des flavonoides
extraits des feuilles de M. vulgare d'une part et, de tester linfluence de la localité
d’échantillonnage sur ces activités biologiques d’autre part.

I1.3.1. Matériel biologique

Des feuilles de M. vulgare ont été récoltées en novembre 2012 sur le mont de Tessala
(Station 1) ont fait 'objet d’'un test préliminaire pour évaluer le pouvoir antimicrobien des extraits
flavonoiques de notre plante. Aussi et afin de caractériser l'influence de la localité
d’échantillonnage sur le potentiel antimicrobien et sur l'activité antioxydante, d’autres feuilles de
M. vulgare ont été prélevées en mai 2013 dans trois autres localités : le mont de Tessala
(Station 1), la forét domaniale de M'sila (Station 6) et Ain Skhouna (Station 7). Les feuilles
échantillonnées ont été lavées a 'eau distillée, séchées a l'air libre et a 'ombre pendant une
dizaine de jours puis broyées avec un broyeur a couteau muni d’un filtre a mailles.

[1.3.2. Extraction des flavonoides

L’extraction des flavonoides est faite selon le protocole décrit par Markham (1982) et
Merghem et al. (1995). Les feuilles broyées ont été macérées dans un mélange méthanol/eau
(7/3 : viv) avec un rapport 1/10 (masse/v), sous agitation douce pendant une nuit & température
ambiante. L’extrait hydroalcoolique est filtré sous vide et le méthanol est évaporé a sec a
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évaporateur rotatif. L’extrait obtenu correspond a I'extrait brut (EBr) des feuilles. 50 ml de cet
extrait ont été congelés puis lyophilisés afin de déterminer le rendement d’extraction. L'extrait
brut restant a été extrait par 'hexane (1/1, v/v) plusieurs fois jusqu’a ce que la phase hexanique
devienne transparente. Aprés évaporation a sec a I'évaporateur rotatif, on obtient un extrait
hexanique (EHx). La phase aqueuse est ensuite extraite plusieurs fois par le chloroforme puis
par I'acétate d’éthyle pour donner les extraits ECh et EAc. Ces deux extraits sont évaporés a
sec a l'évaporateur rotatif. 50 ml de chaque extrait concentré (EHx, ECh, EAc et la phase
aqueuse résiduelle EAqQ) ont été congelés puis lyophilisés afin de déterminer les rendements
d’extraction. Les différents extraits obtenus aprés lyophilisation sont pesés pour déterminer le
poids sec résultant. Les rendements ont été rapportés a 100 g de poudre de feuilles. Tous les
lyophilisats ont été conservés a -20 °C jusqu'a leurs utilisations.

[1.3.3. Screening (criblage) phytochimique de quelques classes phénoliques

Les tests phytochimiques des différents extraits utilisés dans les activités biologiques sont
réalisés a base de précipitations ou de colorations caractéristiques en vue de s’assurer de la
présence des flavonoides d’'une part, et d’autre part de mettre en évidence autres classes de
composés phénoliques qui peuvent étre présents dans les différents extrais obtenus. Ces
essais sont réalisés soit sur les extraits soit sur les infusés a 10 % (Dohou et al., 2003 ;
Senhadiji et al., 2005 ; N'Guessan et al., 2009).

La recherche des groupes chimiques a été déterminée par des réactions en tubes. Les
résultats sont classés selon I'apparition en :

— +++: réaction franchement positive,

++ : réaction positive,

+ : réaction moyennement positive,

+ : réaction louche,

— - réaction négative.
11.3.3.1. Détection des polyphénols

La réaction au chlorure ferrique (FeCls;) a permis de caractériser les polyphénols. A 2 ml de
chaque extrait, nous avons ajouté une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique a 2%.
L’apparition d’'une coloration bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée fut le signe de la
présence de polyphénols.

11.3.3.2. Caractérisation des tanins

Dans des tubes a essai, nous avons introduit 2,5 ml de chacun des extraits puis 0,5 ml de
la solution aqueuse de trichlorure ferriqgue (FeClz) a 1 %. La présence de tanins catéchiques ou
galliques se traduit par le développement d’'une coloration verdatre ou bleu noiratre.

La recherche des tanins catéchiques s’est réalisée a partir du réactif de Stiasny (10 ml de
formaldéhyde + 5 ml d’acide chlorhydrique concentré). 5 ml de chaque extrait ont été évaporés
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a sec. Apres ajout de 15 ml du réactif de Stiasny au résidu, le mélange a été maintenu au bain-
Marie a 80 °C pendant 30 mn. Dans ces conditions, les tanins catéchigues sont condensés en
précipité rouge confirmant leur présence dans le milieu.

Pour les tanins galliques, nous avons filtré la solution précédente. Le filtrat est recueilli et
neutralisé par 'acétate de sodium. L’addition de quelques gouttes de FeCl; a 1 % provoquerait
'apparition d’'une coloration bleue-noire intense, signe de la présence de tanins galliques

11.3.3.3. Caractérisation des flavonoides

A 1 ml dextrait, nous ajoutons 5 ml d’alcool éthylique a 50 % puis 1 ml d’acide
chlorhydrique concentré. En ajoutant 2 & 3 copeaux de magnésium, il y a un dégagement de
chaleur puis une coloration rose orangée ou violacée apparait en présence des flavonoides.

11.3.3.4. Détection des coumarines

Un infusé & 10 % de chaque extrait est mis dans un tube et exposé a la lumiere U.V en
utilisant une lampe (A= 365 nm). L’apparition d’'une intense fluorescence bleue ou verte indique
la présence de coumarines et leurs dérivés. Nous nous assurons auparavant que les tubes ne
présentent pas de fluorescence a vide. D’autres composés présentent également une
fluorescence nette aux U.V. Cette mise en évidence ne correspond donc qu’a une indication et

non pas une identification.
11.3.3.5. Recherche des flavanes

2 ml d’infusé a 10 % sont mélangés dans 2 ml 'acide chlorhydrique concentré renfermant 2
% de vanilline (2 g de vanilline dans 100 ml d’acide chlorhydrique). L’apparition d’'une coloration
rouge indique que la réaction est positive.

11.3.3.6. Recherche des flavanols

Introduire dans un tube a essai 2 ml d’'infusé a 10 %, ajouter 2 ml d’éthanol chlorhydrique
(éthanol a 95 %, eau distillée et acide chlorhydrique en parties égales en volumes de 5 ml) puis
quelques copeaux de magnésium et 1 ml d’alcool isoamylique. L’apparition d’'une coloration
rouge indique la présence des flavonols.

11.3.3.7. Recherche des anthocyanes

2 ml d’infusé a 10 % sont ajoutés a 2 ml d’acide chlorhydrique 2 N. L’apparition d’une
couleur rose-rouge qui vire au bleue-violacée aprés addition d’ammoniac indique la présence
d’anthocyanes.

11.3.3.8. Recherche des proanthocyanidols

A 2 ml d'infusé & 10 % sont additionnés 2 ml d’acide chlorhydrique concentré, le tout est
laissé pendant 5 mn dans un bain-marie bouillon ; 'apparition d’'une coloration rouge indique
une réaction positive.
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[1.3.4. Activités antimicrobiennes

Le test biologique constitue le meilleur précurseur permettant de découvrir les substances
bioactives. Pour cela, nous avons testé I'effet antimicrobien et antifongique des produits finaux
obtenus sur les souches microbiennes testées. Cette étude a été réalisée au laboratoire de
microbiologie de la Faculté de Médecine a l'université de Dijillali Liabés (Sidi Bel Abbés).

11.3.4.1. Les souches microbiennes testées

Les souches microbiennes utilisées dans l'activité antimicrobienne proviennent de 'ATCC
(American Type Culture Collection). Dans le test préliminaire de l'effet antimicrobien des
flavonoides, six souches sont testées : quatre bactériennes (Gram- : Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27835 et Escherichia coli ATCC 25922, Gram+ : Bacillus cereus ATCC 1306 et
Staphylococcus aureus ATCC 13565) et deux fongiques (Penicillium digitatum ATCC 201167 et
Aspergillus niger ATCC 16404). Aussi, pour évaluer l'influence de la localité d’échantillonnage
sur le pourvoir antimicrobien des flavonoides, cinq souches sont utilisées : trois bactériennes
(Escherichia coli ATTC 25922, Bacillus cereus ATTC 10876 et Proteus mirabilis ATTC 35659)
et deux fongiques (Aspergillus braseliensis ATTC 16404 et Candida albicans ATTC 10231). Les
souches utilisées font partie de deux groupes de microorganismes: pathogenes et
contaminants.

1.3.4.1.A. Pseudomonas aeruginosa

Ce germe appartient a la famille des Pseudomonadaceae. Bacille a gram négatif, aérobie et
trés mobile, trés répandu dans I'environnement, pathogéne opportuniste, parfois commensal de
sujets sains, fréquemment résistant aux biocides et aux antibiotiques. Il s’agit de bactérie
d’altération ou pathogéne (parfois méme mortelle). Un pathogéne opportuniste puisqu’il va
profiter de la diminution des défenses de l'organisme pour se développer, comme chez les
patients atteints de mucoviscidose, ou au cours de I'hospitalisation dans des services de soins
intensifs ou de brilés. Le pathogéne opportuniste, dont P. aeruginosa est un modeéle, utilise
lopportunité que représente la baisse des défenses immunitaires de l'organisme pour
provoquer des dommages chez I'héte. Cela ne signifie pas qu’il ne peut se développer que
chez l'immunodéficient ; il peut aussi créer des pathologies chez un individu sain mais ses
atteintes seront plus fréquentes et plus sévéres chez les immunodéficients. Un certain nombre
de données anciennes ont laissé entendre que P. aeruginosa était capable de donner des
diarrhées chez I'enfant ou le nourrisson (Mann et al., 2000 ; Leclerc, 2002).

11.3.4.1.B. Escherichia coli

C’est une bactérie qui fait partie de la famille des Enterobacteriacea, germe que l'on trouve
le plus communément dans les intestins de 'homme et des animaux a sang chaud. Le plus
souvent, les souches de E. coli qui colonisent I'appareil gastro-intestinal sont des commensaux
inoffensifs. Toutefois, a lintérieur de cette espéce, on trouve quatre principaux types de
souches pathogenes : E. coli entéropathogéne (EPEC), E. coli entérotoxinogene (ETEC), E. coli
entéroinvasif (EIEC) et E. coli entérohémorragique (EHEC). Ces souches pathogénes sont
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responsables de maladies intestinales qui varient en gravité, des formes bénignes jusqu'a des
formes graves méme étre mortelle (le syndrome est mortel dans 20 a 30 % des cas) (Joly et
Reynaud, 2002). Il en résulte que la lutte contre les maladies provoquées par ces souches
passe nécessairement par une bonne hygiéne personnelle et de I'éducation sanitaire du
personnel chargé de manipulation des aliments (Manil, 2004).

11.3.4.1.C. Bacillus cereus

Il s’agit d’'un batonnet a coloration Gram positive, sporulant et aéro-anaérobie facultatif. Il
est retrouvé sous forme de spores dans le sol ou elles y seraient dormantes et se
développeraient plutdét dans sa faune, par exemple dans le tube digestif d’insectes,
d’arthropodes, de lombrics et méme chez les animaux a sang chaud. B. cereus peut étre
responsable, bien que rarement, de mammites chez les bovins et d’avortements chez les
bovins et ovins. La principale voie de transmission de cette bactérie a 'THomme est alimentaire.
En effet, de par son abondance dans le sol et la résistance de ses spores, B. cereus peut
contaminer pratiquement toutes les catégories d’aliments et particulierement les végétaux. En
effet, B. cereus est responsable d’intoxications se traduisant par des symptémes émétiques et
de toxi-infections caractérisées par des symptdbmes diarrhéiques. D’autres formes graves
d’infections (septicémie, entérocolite nécrosante, hépatite fulminante, encéphalopathie, abcés
cérébral, déces) ont été décrites chez des prématurés, des nouveau-nés, chez des patients
atteints d’'une hémopathie maligne (Cserhalmi et al., 2002 ; From et al., 2005).

11.3.4.1.D. Staphylococcus aureus

Les staphylocoques font partie de la famille des Micrococcacea, sont des germes
ubiquistes que l'on trouve dans l'eau, l'air, la poussiére, le lait, les sols et les eaux usées. Le
principal réservoir et habitat est constitué par le nez, la gorge, la peau des animaux et des
humains. Les toxi-infections alimentaires causées par S. aureus sont trés fréquentes, se
manifestent surtout en faveur d’'une hygiéne défectueuse. Les symptdomes qui peuvent survenir
dans les 2 a 4 heures qui suivent la consommation des aliments contaminés sont les nausées,
les vomissements et parfois, des diarrhées. Dans le cas grave, la déshydratation peut conduire
au choc et au collapsus. Les complications liées a S. aureus peut étre considérables,
engendrant parfois des taux de mortalité de 'ordre de 20 % (Devrriese et al., 2005). De bonnes
pratiques sanitaires ainsi que le contrble de la température sont nécessaires pour éviter la
contamination, la prolifération et la production des toxines (Vincenot et al., 2008).

11.3.4.1.E. Proteus mirabilis

Bacille mobile & Gram négatif qui fait partie de la famille des Enterobacteriacea, il est décrit
depuis longtemps et bien connu des bactériologistes car il est fréquemment rencontré en
pathologie humaine. C’est une bactérie commensale de lintestin de ’homme et des animaux.
Elle est souvent associée a : des infections urinaires communautaires ou nosocomiales, grace
a son uréase puissante qui peut alcaliniser les urines et étre responsable de lithiases qui se
comportent comme du matériel étranger et qui permet a linfection de devenir chronique,
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entrainant ainsi une destruction progressive du parenchyme rénal, des infections localisées
surtout cutanées, mais d’autres localisations sont possibles (abcés du cerveau, infections
pleurales et péritonéales, infection de cathéter.....), des infections des voies respiratoires surtout
en milieu hospitalier (infections ORL et pneumopathies) (Sturgill et Rather, 2004 ; Ma et al.,
2012).

11.3.4.1.F. Penicillium digitatum

Ce champignon appartient a la subdivision des Deuteryomycétes, classe des
Hyphomycétes et a la série des Phialidospores. C’est un parasite de blessure trés ubiquiste qui
se trouve dans le sol et dans I'eau et infecte principalement les fruits d’agrumes et les jus de
fruits. Les colonies de Penicillium digitatum sur le milieu de culture artificiel (PDA) sont
similaires a la pourriture développée sur un fruit infecté. La couleur des spores est verte d’ou le
nom de la pourriture verte donnée a la maladie. La pourriture verte causée par Penicillium
digitatum est la maladie des agrumes la plus fréquente en post-récolte dans plusieurs pays
agrumicoles. Généralement cette maladie est contrdlée par des fongicides synthétigues comme
I'lmazalil et le Thiabendazole (Holmes et Echert, 1999 ; Palou et al., 2002).

11.3.4.1.G. Aspergillus niger

C’est une espece cosmopolite, bien que signalée dans le monde entier elle est un peu plus
fréquente dans les zones tiedes et les sites exposés au sud. On peut la trouver aussi bien sur
les sols glacés, dans les environnements marins que dans les steppes, paturages, foréts et
dunes. Mais c’est une espéce plus courante en zones séches et dans les sols chauds. Cette
espéce a été isolée de substrats et habitats divers, entre autres : bois, caoutchouc, cuir,
matériaux synthétiques (plastiques, plastifiants), métaux, vernis, etc. Elle se développe aussi
bien sous peu de lumiere (a lintérieur) que sous la forte lumiére de l'extérieur. A. niger
endommage le cuir en surface et en épaisseur. Elle provoque I'hydrolyse des huiles et des
graisses en acides gras libres. C’est une souche toxique et pathogene, elle provoque des
otomycoses (mycoses pulmonaires) chez I'homme et les oiseaux. Elle peut provoquer
'aspergillose du conduit auditif externe chez les sujets présentant une lésion préalable ou une
malformation anatomique du conduit auditif. Cependant, elle posséde des toxines a propriété
insecticide, actives sur les moustiques responsables de la fiévre jaune. A. niger est importante
économiquement car elle est utilisée dans la production industrielle, entre autres, des acides
citrique et gluconique, de 'a-amylase et du glucose oxidase (Calvo et al., 1980 ; Guglielminetti,
1994).

11.3.4.1.H. Candida albicans

Candida albicans est une levure non capsulée, non pigmentée et aérobie, elle est
considérée chez ’THomme et les animaux a sang chaud comme un commensal des muqueuses,
faisant partie intégrante de la flore microbienne. C’est un champignon cosmopolite dont les
fréquences d’isolement montrent que chez des sujets sains, la levure se répartit différemment
en fonction des sites de prélevement : peau (3 %), vagin (13 %), tractus ano-rectal (15 %),
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cavité buccale (18 %), estomac et duodénum (36 %) et jéjunum et iléon (41%). Le réservoir
principal est donc le tube digestif ou la fréquence de portage varie selon les sujets. La
contamination est essentiellement inter humaine, soit par transmission fécale, soit par contact
direct (salive, sécrétions, mains). En milieu hospitalier, les levures du genre Candida et en
particulier C. albicans représentent la cause majeure des infections nosocomiales opportunistes
d’origine mycosique (Surarit et al., 1988 ; Mavor et al., 2005).

11.3.4.2. Les milieux de culture

Suivant les méthodes utilisées dans les essais et selon les souches, nous avons utilisé
comme milieu de culture les suivants :

— Mueller Hinton (MH) pour la culture des bactéries,
— Oxytetracycline - Glucose - Agar (OGA) pour la culture des champignons.
[1.3.4.3. Tests de sensibilité : technique de diffusion en milieu solide
11.3.4.3.A. Préparation des concentrations

La solubilisation des lyophilisats obtenus est faite dans le diméthylformamide (DMF) pur.
Des essais témoins sont effectués in vitro pour le DMF pur vis-a-vis de chaque type de souche
microbienne. Pour cela, nous n’avons enregistré aucune inhibition de la croissance pour
ensemble des souches bactériennes et fongiques.

Pour la préparation des différentes concentrations des différents extraits, 1 mg de chaque
extrait lyophilisé est introduit dans un tube a essai auquel 10 ml de DMF pur sont ajoutés. Les
tubes sont agités au vortex jusqu’a dissolution totale de l'extrait. Pour tous les extraits, une
solution mére a 100 pg/ml a été préparée. Les solutions méres sont diluées progressivement
dans le DMF pur afin d’avoir pour chaque extrait, une gamme de solutions ayant des
concentrations de 20, 40, 60 et 80 pg/ml. Ces quatre concentrations plus les concentrations
meéres (100 pg/ml), sont utilisées pour la détermination de leurs activités antimicrobiennes.

11.3.4.3.B. Méthode d’étude

Le test de la sensibilité des bactéries et des champignons est réalisé par la méthode de
diffusion en milieu gélosé, appelée encore la méthode des disques. Cette méthode est la plus
utilisée par les laboratoires de diagnostic.

11.3.4.3.B.1. Test antibactérien

Cette méthode permet de mettre en évidence l'effet antibactérien des extraits testés sur
les souches bactériennes, ainsi que la détermination de la résistance ou la sensibilité de ces
souches vis-a-vis des différents extraits (Essawi et asarour, 2000 ; Bssaibis et al., 2009).

Pour la préparation de I'inoculum bactérien, chague souche a été ensemencée en stries sur
une gélose nutritive pour obtenir des colonies isolées. Aprés incubation de 24 h a 37 °C, nous
avons choisi 4 a 5 colonies bien isolées avec une anse de platine et nous les avons transférées
dans un tube contenant 5 ml de solution d’eau physiologique stérile. L’ensemencement doit se
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faire dans les 15 mn qui suivent la préparation de l'inoculum. Dans des boites de Pétri stériles
de 90 mm de diameétre sur une épaisseur de 4 mm, 20 ml de gélose Mueller Hinton (MH) sont
coulés et laissés pendant 15 mn pour se solidifier. Sur ce milieu de culture, 100 pl de
suspension bactérienne est disposé et ensemencé sur toute la surface de la boite de Pétri a
'aide d’un rateau en verre.

Des disques de 6 mm de diametre préparés en papiers Whatman n° 1 et autoclavés
pendant 15 mn, sont imprégnés a laide d'une pince métallique stérile dans chaque
concentration (20, 40, 60, 80 et 100 pg/ml) et disposés sur la surface du milieu solidifié. Une
fois appliqués, les disques ne doivent pas étre déplacés. Les boites de Preti sont ainsi
incubées dans une étuve a 37°C pendant vingt quatre a quarante huit heures.

L’activité antibactérienne a été déterminée en mesurant a l'aide d’'une regle graduée et a
lextérieur de la boite fermée, le diamétre de la zone d’inhibition autour des disques, déterminé
par les différentes concentrations des différents extraits.

11.3.4.3.B.2. Test antifongique

Ce test met en évidence la sensibilité des souches fongiques vis-a-vis des extraits testés,
permettant ainsi de les classer selon leurs diamétres d’inhibition (Senhad;ji et al., 2005 ; Vinod
etal., 2010 ; Traoré et al., 2012).

L’inoculum des champignons a été préparé de la méme fagon que celui des bactéries, en
prenant deux tubes contenant chacun 5 ml d’eau physiologique stérile et a 'aide d’'une anse en
platine, nous avons raclé quelques colonies bien isolées de chacun des champignons testés qui
vont étre déchargés chacun dans un tube.

Dans des boites de Pétri stériles, nous avons versé 20 ml de gélose OGA (Oxytetracycline -
Glucose - Agar). Aprés solidification du milieu, ce dernier est inoculé avec 100 pl de suspension
des champignons a étudier ensuite étalé en surface a l'aide d’'un rateau en verre.

Des disques stériles en papiers Whatman n° 1 de 6 mm de diamétre, imprégnés de
différentes concentrations des extraits (20, 40, 60, 80 et 100 pug/ml) sont disposés sur la surface
du milieu solidifié. Les boites de Pétri ont été incubées pendant une demi-heure a température
ambiante, ensuite pendant 24 a 48 h dans une étuve.

Comme pour le test antibactérien, la détermination de l'activité antifongique a été faite en
mesurant le diameétre de la zone d’inhibition, qui est représentée par une auréole formée autour
de chaque disque ou aucune croissance fongique n’est observée.

11.3.4.3.C. Sensibilit¢é des souches vis-a-vis des antibiotiques et des
antifongiques

Le but de la réalisation d’'un antibiogramme est de prédire la sensibilité d’'un germe ou de
plusieurs germes a un ou plusieurs antibiotiques dans une optique essentiellement
thérapeutiqgue et de donner des indications sur l'efficacité «in vitro» de ces antibiotiques. De
méme pour un antifongigramme, qui consiste a déterminer «in vitro» la sensibilité des mycétes
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vis-a-vis d’'un ou de plusieurs antifongiques. Un autre but c’est de comparer les résultats des
différents extraits obtenus avec ceux de I'antibiogramme et de I'antifongigramme.

Le choix des antifongiques et des antibiotiques est fait selon la disponibilité :

— les antibiotiques: la kanamicine, lampicilline, la piperacilline, la gentamicine,
laztréonam, 'acide nalidixique, le chloramphénicol, la ceftazidime et 'imipénéme,

— les antifongiques : I'amphotéricine B, le nitrate d'éconazole, le fluconazole et la
terbinafine.

Le test de la sensibilité des bactéries et des moisissures vis-a-vis des antibiotiques et
des antifongiques est réalisé par la méme méthode utilisée pour les tests antibactériens
et antifongiques des différents extraits obtenus.

11.3.4.3.C.1. Antibiogramme

L’antibiogramme est réalisé suivant les mémes étapes que celles décrites précédemment
(diffusion sur milieu solide). Dans quatre boites de Pétri stériles, 1 ml de chaque suspension
bactérienne est inoculée a la surface de 20 ml de gélose Mueller Hinton (MH) solide et étalée a
l'aide d’un rateau en verre. A l'aide d’une pince métallique, des disques de papier buvard de 6
mm de diamétre, imprégnés d’antibiotiques commercialisés a doses connues (Tab. 15) sont
appliqués a la surface a des distances déterminées. Les boites sont ensuite incubées dans une
étuve a 37°C pendant 24 a 48h. La lecture des résultats se fait a I'aide d’une régle graduée en
mesurant le diametre de la zone d’inhibition, qui est représentée par une auréole formée autour
de chaque bactérie en cas d’une activité positive.

Tableau 14 : Les antibiotiques commercialisés utilisés

Les antibiotiques Signes Concentrations (ug/ml)

Kanamycine K 30
Ampicilline AMP 10
Pipéracilline PIP 100
Gentamicine CN 10
Aztréonam ATM 30
Chloramphénicol C 30
Acide nalidixique NA 30
Ceftazidime CAzZ 30
Imipéneme IPM 10

11.3.4.3.C.2. Antifongigramme

20 ml de gélose OGA (Oxytetracycline - Glucose - Agar) sont versés dans deux boites de
Pétri stériles. Apres solidification du milieu, ce dernier est ensemencé avec quatre gouttes de
suspension des champignons a étudier, chacun dans une boite, ensuite étalées en surface. Les
disques imprégnés d’antifongiques a différentes concentrations (Tab. 16) sont disposés a la
surface du milieu solide ensemencé. Les boites sont ensuite incubées a 37°C pendant 24 a
48h. Les lectures sont effectuées en contrélant le diameétre de la zone d’inhibition en cas d’une
réponse positive aux agents.
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Tableau 15 : Les antifongiques commercialisés utilisés

Les antibiotiques Signes Concentrations (ug/ml)

AMB 1 100

- AMB 2 50
Amphotéricine AMB 3 20
AMB 4 10

FLC1 100

Fluconazole FLC 2 °0
FLC 3 20

FLC 4 10

TER 1 100

L TER 2 50
Terbinafine TER 3 20
TER 4 10

Nitrate d éconazole N 20

11.3.4.3.D. Classement des souches testées selon leurs sensibilités aux
antibiotiques et aux extraits

La catégorisation des souches bactériennes et fongiques lors de l'antibiogramme, de
l'antifongigramme et vis-a-vis des différents extraits s’effectue comme suit (Tab. 17) :
souches sensibles (+), intermédiaires (z) et résistantes (-). Cette classification a été établie par
Bonnet et al. (2012).

Tableau 16 : Classement des souches microbiennes selon leurs sensibilités

Souche sensible (+) Souche intermédiaire (£) Souche résistante (-)
10mms@< D d<@<10mm @<d

Avec :

— D diameétre critique haut (le plus grand diamétre atteint par la souche),

— d : diametre critique bas (le plus petit diamétre atteint par la souche),

— @ : diamétre d’inhibition.

11.3.4.4. Concentrations minimales inhibitrices (CMI): technique de dilution en

milieu liquide

La détermination des CMI est faite en utilisant la méthode de microdilution en milieu gélosé
(Billerbeck et al., 2002 ; Yakhlef et al., 2012) a partir d'une gamme de concentrations de I'extrait
végétal. Elle est réalisée seulement pour les extraits végétaux les plus actifs constatés lors des
tests de sensibilité en milieu solide, ce choix est arbitraire (@ = 16 mm). Une série de dilution a
raison géométrique de 2 sont réalisées a partir d’'une solution mére de 200 pg/ml de chaque

extrait végétal préparé dans le DMF pur. Ces concentrations sont de : 100, 50, 25, 12,5, 6,25 et
3,12 pg/ml.
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2 ml de chaque dilution sont alors incorporés a 38 ml de milieu MH (bactéries) ou d’OGA
(champignons). Les mélanges sont immédiatement répartis dans deux boites de Pétri a raison
de 20 ml de milieu par boite. Aprés solidification, I'inoculation des géloses, contenant I'extrait ou
non (témaoin), est effectuée en surface sous forme de quatre (pour les bactéries) ou cing (pour
les champignons) dép6ts de 1 pl de chaque souche microbienne. Aprés incubation a 35°C
pendant six jours, la croissance est comparée a celle du témoin. La CMI est définie comme la
plus petite concentration de produit pour laquelle aucune croissance bactérienne ou fongique
n'est visible comparativement au témoin sans extrait végétal.

[1.3.5. Activités antioxydantes
[1.3.5.1. Quantification des phénols totaux et des flavonoides

Le dosage des phénols totaux et des flavonoides dans les extraits flavonoiques des feuilles
de M. vulgare prélevées de trois localités d’échantillonnage est fait selon les protocoles décrits
précédemment (pages 77-78).

[1.3.5.2. Test de piégeage du radical libre DPPH

Le DPPH (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur violacée qui
absorbe a 515 nm. En présence de composés anti-radicalaires, le radical DPPH est réduit en
changeant de couleur et en virant vers le jaune. Les absorbances mesurées a 517 nm servent a
calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel au pouvoir anti
radicalaire de I'échantillon.

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
DPPH. L'effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par
Benhammou et al. (2006). Un volume de 50 pl de I'extrait flavonoique et des standards (acide
ascorbique, acide gallique, acide caféique, acide tannique et catéchine) a différentes
concentrations préparées dans le méthanol a raison géométrique de 2 (1000, 500, 250, 125,
62,5, 31,25 et 15,62 pug/ml) est ajouté a 1,950 ml de la solution méthanolique du DPPH (0,025 g
de DPPH/I de méthanol) fraichement préparée. En ce qui concerne le contrdle négatif, ce
dernier est préparé en paralléle en mélangeant 50 uyl du méthanol avec 1,950 ml d’'une solution
méthanolique de DPPH a la méme concentration utilisée. Le blanc de la réaction contient
seulement le méthanol. Aprés incubation a l'obscurité pendant 30 mn et a la température
ambiante, la lecture des absorbances est effectuée a 515 nm a l'aide d’'un spectrophotométre.
Le calcul des pourcentages de l'activité antiradicalaire est effectué par la formule suivante :

AA % =[(Ac - At) / Ac)] x 100
Avec :
- AA: activité antiradicalaire ;
- Ac : absorbance du contrble négatif ;

- At : absorbance de 'extrait végétale.
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La concentration inhibitrice 50 % (ICso), aussi appelée efficient concentration 50 % (ECsp),
est la concentration de I'échantillon testé ou du standard, nécessaire pour réduire 50 % de
radical DPPH. Ces concentrations sont calculées graphiquement par les équations de
régressions linéaires résultantes des graphes tracés des pourcentages d’activité antioxydante
(AA %) en fonction de différentes concentrations des extraits flavonoiques et des standards.

[1.2.6. Analyses statistiques

Des analyses de la variance (ANOVA) a un, deux et a plusieurs critéres de classification au
seuil de 5 % sont réalisées pour :

- la mise en évidence de l'effet du type de I'extrait flavonoique et de sa concentration, la
nature de la souche microbienne et la localité d’échantillonnage des feuilles de M.
vulgare sur le pouvoir antimicrobien représenté par les diamétres d’inhibitions,

- la caractérisation de l'influence du type de I'extrait flavonoique et sa concentration, et la
localité de prélevement des feuilles de M. vulgare sur les activités antioxydantes
résumées par les pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH.

Nous considérons que la différence est: non significative (p > 0,05), significative (*p <
0,05), hautement significative (**p < 0,01) et trés hautement significative (***p < 0,001). Ces
analyses sont exécutées par Minitab 16 en utilisant le test de Tukey pour les comparaisons
deux a deux.

Pour la mise en évidence des corrélations existantes entre les concentrations moyennes en
composés phénoliques (phénols totaux et flavonoides) des différents extraits flavonoiques et
les concentrations inhibitrices 50 (Clsg), des tests de corrélation de Pearson ont été réalisés au
seuil de 5 % en utilisant le logiciel XLSTAT 2012. Nous considérons que les variables sont en
corrélation si0,3 <R < 0,8.
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CHAPITRE Il Résultats et discussion

lll.1. Résultats
[11.1.1. Etude quantitative et qualitative des composés phénoliques
l11.1.1.1. Etude quantitative des composés phénoliques

l11.1.1.1.A. Optimisation des conditions d’extraction des polyphénols a partir
des feuilles

I.1.1.1.A.1. Variations quantitatives des composés phénoliques

Afin de faire ressortir l'influence de chaque paramétre d’extraction sur les concentrations
moyennes en composés phénoliques dosés, les résultats obtenus sont représentés dans les
figures 11 et 12. Les analyses de la variance a un seul, & deux ou a plusieurs critéres de
classification sont regroupées dans le tableau 17.

Selon la nature du solvant d’extraction, le méthanol avec des concentrations moyennes
maximales respectives de 137,97 + 54,62 mg EAG/g et 35,64 + 14,61 mg EC/g s’est révelé
le solvant d’extraction idéal pour les phénols totaux (Fig. 11, A) et les flavonoides (Fig. 11,
B). Il est suivi respectivement par I'eau (120,59 + 37,34 mg EAG/qg), I'éthanol (115,97 + 39,78
mg EAG/q) et l'acétone (114,28 + 32,13 mg EAG/g) pour les phénols totaux, et par I'éthanol
(33,46 + 11,88 mg EC/g), I'eau (31,93 + 7,66 mg EC/qg) et 'acétone (29,38 + 6,60 mg EAG/Q)
pour les flavonoides. En ce qui concerne les tanins condensés (Fig. 11, C), I'acétone avec
une concentration moyenne maximale de 17,24 + 4,77 mg EC/g s’est révélé le meilleur
solvant d’extraction. Il est suivi respectivement par I'éthanol (16,19 + 4,77 mg EC/g), le
méthanol (15 ,65 + 4,79 mg EC/g) et 'eau (15,45 + 4,57 mg EC/qg).

Du point de vue concentration du solvant organigue, 60 % est la concentration idéale
pour les phénols totaux (Fig. 11, D) enregistrant ainsi des concentrations moyennes
maximales de 168,41 + 70,60 mg EAG/g et 135,22 + 49,51 mg EAG/g avec le méthanol et
I'éthanol respectivement, par contre 'acétone avec une concentration de 80 % enregistre
une concentration maximale de 125,50 + 38,77 mg EAG/g. Chez les flavonoides (Fig. 11, E),
60 % est la concentration idéale pour le méthanol (42,40 + 16,22 mg EC/g) et I'éthanol
(38,83 + 16,55 mg EC/g), 80 % pour lacétone (31,13 + 8,00 mg EC/g). Pour les tanins
condensés (Fig. 11, F), 60 % est la concentration idéale pour tous les solvants organigues
testés : 17,68 = 5,69 mg EC/g avec l'acétone, 17,33 + 5,69 mg EC/g avec I'éthanol et 16,79
+ 5,71 mg EC/g avec le méthanol.

En ce qui concerne le temps d’extraction, 180 mn est le temps parfait pour I'extraction
des phénols totaux (Fig. 12, A) quel que soit le solvant utilisé : 155,16 + 69,83 mg EAG/g
avec le méthanol, 146,28 + 55,81 mg EAG/g avec l'eau distillée, 133,89 + 53,81 mg EAG/g
avec l'éthanol et 117,45 + 28,46 avec I'acétone. Pour les flavonoides (Fig. 12, B), le meilleur
temps d’extraction est évalué a 450 mn pour le méthanol (35,93 + 17,90 mg EC/g), 270 mn
pour 'acétone (29,91 + 7,30 mg EC/g) et I'eau distillée (33,62 £ 9,09 mg EC/qg), tandis que
450 mn est le temps idéal pour I'éthanol (34,14 + 13,76). 180 mn est le temps idéal pour
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lextraction des tanins condensés (Fig. 12, C) pour tous les solvants organiques : 17,51 +
5,18 mg EC/g avec l'acétone, 17,20 + 4,38 mg EC/g avec I'éthanol, 16,75 + 5,46 mg EC/g
ave l'eau distillée et 16,61 £ 5,89 mg EC/g avec le méthanol.

Pour la température d’extraction, quelque soit le solvant d’extraction utilisé, 25 °C est la
température idéale pour l'extraction des phénols totaux (Fig. 12, D) enregistrant des
concentrations moyennes maximales de 194,16 + 15,45 mg EAG/ g avec le méthanol,
161,01 + 28,36 mg EAG/g avec l'eau distillée, 156,01 + 17,49 mg EAG/g avec I'éthanol et
146,37 £ 17,28 mg EAG/g avec l'acétone. Cette méme température (25 °C) a enregistré des
concentrations moyennes maximales en flavonoides (Fig. 12, E) et ceci pour tous les
solvants d’extraction utilisés : 53,31 + 1,83 mg EC/g avec le méthanol, 47,81 + 2,40 mg EC/g
avec l'éthanol, 40,41 + 5,20 mg EC/g avec l'eau distillée et 36,99 + 1,35 mg EC/g avec
lacétone. Pour les tanins condensés (Fig. 12, F), les plus fortes concentrations sont
obtenues a 50 °C pour tous les solvants d’extraction : 22,18 + 1,27 mg EC/g avec l'acétone,
21,86 + 1,29 mg EC/g avec I'éthanol, 21,32 + 1,37 mg EC/g avec le méthanol et 21,11 + 1,88
mg EC/g avec I'eau distillée.
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Tableau 17 : Analyse de la variance (ANOVA) a plusieurs critéres de classification : effet

des conditions d’extraction sur les concentrations moyennes en polyphénols.

Source DDL SC CM F p>F
40326,17" | 20163,1"" | 262,15"" [ < 0,0001**
Solvant 2 | 2326,12™ | 1163,06™ | 274,617 | < 0,0001**
43,14 21,57 ND'™® |<0,0001%*
107832,8"" | 26958,2°" | 350,497 | < 0,0001%**
Concentration 4 | 5132,83™ | 1283,217 | 302,987 | < 0,0001***
257,24 | 64,31 ND'® |<0,0001***
45983,2"" | 9196,67" | 119,57"" [<0,0001%**
Temps 5 | 111,00™ | 22,227 5,257 [ <0,0001%*
592,16'¢ | 118,43™ ND'™® |<0,0001**
553938,7"' [ 110787,7"" | 1440,39”" | < 0,0001***
Température 5 |39821,117| 7964,227" | 1880,447| < 0,0001**
10589,43"°| 2117,89™ | ND™ |<0,0001%*
31097,17" | 3887,1°" | 50,5477 |<0,0001***
Solvant*Concentration 8 | 1654,30™ | 206,797 | 48,827 [<0,0001%*
10,91 1,36'¢ ND'® |<0,0001***
792217 | 792,2"" | 10,3077 |<0,0001***

Solvant*Temps 10 | 54,86™ 5,497 1,307 0,235
2,59'¢ 0,26'¢ ND'™® |<0,0001**
14801,57" | 1480,1"" | 19,247 |<0,0001%**
Solvant*Température 10 | 2422,48™ | 242,25™ | 57,207 |<0,0001%*
0,00 0,00 ND'™® |<0,0001%*
35664,5°" | 1783,2°" | 23,187 |<0,0001***
Concentration*Temps 20 | 599,22 | 29,96 7,07FL | < 0,0001***
100,97'¢ 5,05'¢ ND'® |<0,0001***
48446,9"" | 242237 | 31,49"" [<0,0001%*
Concentration*Température 20 | 7603,547 | 380,18™ | 89,76™ |<0,0001***
233,26'¢ | 11,66 ND'™® |<0,0001**
18241,9°" [ 729,777 9,497 |[<0,0001%**
Temps*Température 25 | 767,42 | 30,707 7,25 | < 0,0001***
92,06'¢ 3,68'¢ ND'™® |<0,0001%*
8775,9°" | 219,47 2,587 | <0,0001%**

Solvant*Concentration*Temps 40 | 314,377 7,867 1,86™ 0,003**

1,26'¢ 0,03 ND'® |<0,0001***
18002,2"" | 450,17" 5,85 |<0,0001%**
Solvant*Température*Concentration | 40 | 3061,91 76,55 | 18,07™ |[<0,0001**
0,00 0,00 0,00'¢ |<0,0001***

5440,4"" | 108,8"" 1,41°7 0,050*

Solvant*Temps*Température 50 | 272,27™ 5,457 1,297 0,116
0,00 0,00 ND'™® |<0,0001%*
46098,9"" | 461,0°" 5,99"" [<0,0001%**
Concentration*Temps*Température | 100 | 1176,72™ | 11,777 2,78™ | < 0,0001%
176,67'¢ 1,77'¢ ND'® |<0,0001***

DDL : degré de liberté ; SC : somme des carrés ; CM : carrés moyens ; F : Fisher ; p : probabilité ;

ND : valeur nulle ou non définie ; PT : phénols totaux ; FL : flavonoides ; TC: tanins condenseés.
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I.1.1.1.A.2. Analyse en composantes principales (ACP)

La superposition du cercle de corrélation des variables sur le plan factoriel des individus
(Fig. 13), fait ressortir deux groupes sur I'axe F1 qui représente 85,55 % de linformation
totale contre 10,86 % expliqué par 'axe F2 :

groupe (Gr 1) du coté positif formé par les phénols totaux (TPC avec une contribution
de 0,932) et les flavonoides (TFC avec une contribution de 0,958). Ces deux
métabolites secondaires sont li€és aux extraits éthanolique, méthanolique et aqueux a
des basses températures 20 °C et 25 °C (ET1, ET2, MT1, MT2, EAT1, EAT2 avec
des contributions respectives de 2,285 ; 3,040 ; 3,578 ; 4,596 ; 2,253 et 2,618),

groupe (Gr 2) du coté négatif constitué par les tanins condensés (CTC avec une
contribution de - 0,883). Ce composé phénolique se trouvé attaché aux extraits
éthanolique, acétonique et aqueux aux fortes températures 50 °C et 60 °C (ET5,
ET6, AT5, AT6, EAT5 et EAT6 avec des contributions respectives de - 2,473 ; -
3,705 ;-2,506 ; - 3,661 ; - 2,089 et - 3,290).

Aussi, en tenant compte des contributions des individus et des variables sur 'axe F1, nous
avons pu définir deux gradients (Fig. 13) :

un gradient horizontal de la droite vers la gauche de laxe F1, formé par la
température d’extraction, ce qui explique la position des flavonoides et des phénols
totaux a droite de laxe F1 en corrélation avec les basses températures, et
emplacement des tanins condensés a gauche de I'axe F1 en corrélation avec les
fortes températures,

un gradient vertical du bas vers le haut de 'axe F1, constitué par la concentration du
solvant organique et le temps d’extraction. Ceci explique la position des trois
composeés phénoliques dosés en haut de 'axe F1, en corrélation avec les fortes
concentrations (60 % pour les phénols totaux et les tanins condensés, 80 % pour les
flavonoides) et les temps élevées (180 mn pour phénols totaux et les tanins
condensés, 450 mn pour les flavonoides).
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Figure 13 : Analyse en composantes principales (ACP).
Gr: groupe ; M: méthanol ; E: éthanol; EA: eau; A: acétone; TPC: phénols totaux; TFC:
flavonoides ; CTC : tanins condensés ; P : tempsenmn (1:30;2:90;3:180;4:270;5:360;6:
450) ; T : température en °C (1:20;2:25;3:30;4:40;5:50; 6:60); C: concentration en %
(1:20;2:40;3:60;4:80).

111.1.1.1.A.3. Méthode de réponse de surface

Les résultats dégagées par la méthode de réponse de surface sont illustrés dans la
figure 14. Les équations de régréssion des modeéles choisis pour chaque type de composés
phénoliques dosés ainsi que les coefficients de corrélations sont :

— pour les phénols totaux : Y= 323,205 - 827,094 X; - 4,2516 X, + 0,015029 X; +
843,115 X,2+ 17,1341 XX, - 13,5293 X,X;? - 0,0615286 X;X,2, avec un R? = 82,03
%,

— pour les flavonoides : Y= 32,4239 + 31,9683 X; + 0,42576 X, + 0,0308808 X; +
98,4907 X, - 0,0108914 X, - 2,96617 X;X, - 0,00163763 X3X, - 0,00122396 X;X3X,
+0,0702683 X3X;° - 2,22016 X,X;% + 2,10557e-5 XX, + 0,0492972 X, X5, et un R*=
77,61 %,
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— pour les tanins condensés : Y= -2,19999 + 7,81089 X; + 0,603279 X,+ 0,01403 X; -
12,395 X,° - 0,00405521 X, - 2,96468e-5 X3° - 0,220734 X;X, + 0,00680008 X5X;° +
0,388604 X,X;2 + 2,36161e-7 X,X5%, et un R?= 90,62 %.

La méthode de réponse de surface dégage des concentrations théoriques maximales
de:

— 204,75 mg EAG/g de phénols totaux avec le méthanol 80 % a 20 °C et pendant 167
mn,

— 79,46 mg EC/g de flavonoides avec le méthanol 80 % a 20 °C et pendant 450 mn,

— 20,81 mg EC/g tanins condensés enregistrés avec 'acétone 60 %, 50 °C et pendant
180 mn.

La compraison entre les valeurs expérimentales et théorigues (Tab. 18) des
concentrations maximales en polyphénols dosés, montre que les deux ensembles de valeurs
sont tres proches. En effet, les concentrations moyennes maximales en flavonoides
(expérimentale : 79,52 mg EC/g et théorique : 79,46 mg EC/g) et en tanins condensés
(expérimentale : 28,15 mg EC/g et théorique : 20,81 mg EC/g) sont obtenus avec les mémes
conditions d’extration expérimentales et théoriques (méthanol 80 % a 20 °C et pendant 450
mn pour les flavonoides et acétone 60 % a 50 °C et pendant 180 mn pour les tanins
condenseés). Pour les phénols totaux, les concetrations maximales ainsi que les conditions
d’extraction théoriques et expérimentales sont différentes (expérimentales: 293,34 mg
EAG/g obtenu avec le méthanol 60 % a 25 °C et pendant 180 mn ; théoriques : 204,75 mg
EAG/g obtenu avec le méthanol 80 % a 20 °C et pendant 167 mn). Dans I'ensemble, la
comptabilité des résultats théoriques et expérimentales enregistrées indique que le modéle
expérimentale choisi est valide.

Tableau 18 : Valeurs expérimentales et théoriques maximales des concertations en
polyphénols dosés et des paramétres d’extraction.

Concentrations | Nature du | Concentration | Température Temps
en polyphénols | solvant du solvant d'extraction |d'extraction

VE VT VE VT VE VT VE VT VE VT
Phénols totaux 293,34 204,75 | Méthanol 60 80 25 20 180 167
Flavonoides 79,52 79,46 | Méthanol 80 80 20 20 450 450

Tanins condensés | 28,15 20,81 | Acétone 60 60 50 50 180 180
VE : valeur expérimentale, VT : valeur théorique.
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[1.1.1.1.B. Effet des paramétres environnementaux sur les concentrations en
polyphénols chez différents organes

I11.L1.1.1.B.1. Variations saisonniéres et mensuelles des composés
phénoliques

Les variations saisonniéres des différents composés phénoliques dosés chez les
organes de M. vulgare sont représentées par les figures 15 et 16. Les concentrations
moyennes mensuelles (minimales et maximales) sont regroupées dans le tableau 19.

Les phénols totaux :

- pour les feuilles (Fig. 15, A), les concentrations les plus élevées sont obtenues au
printemps (S1, S3, S4 et S5) et en été (S2 et S6). Une concentration moyenne
maximale de 244,93 mg EAG/g est notée en mai dans S1 et minimale de 99,26 mg
EAG/g en mars dans S4 (Tab. 19),

- pour les tiges (Fig. 15, D), c’est pendant I'été que les plus fortes concentrations sont
obtenues (S1, S4, S5 et S6) et au printemps (S2 et S3). Une concentration moyenne
maximale (98,54 mg EAG/g) est notée pour S1 en juillet et minimale (38,58 mg
EAG/g) en mars pour S4 (Tab. 19),

- pour les racines (Fig. 16, A), le printemps est la saison ou les plus grandes
concentrations sont enregistrées dans la majorité des stations étudiées (S2, S3, S4,
S5 et S6) ; en revanche pour S1, I'été est la saison optimale. Une concentration
maximale de 70,21 mg EAG/g est enregistrée en mai pour S5 et la concentration
minimale de 19,65 mg EAG/g est notée en mars dans S3 (Tab. 19),

- sur les trois organes précités (feuilles, tiges et racines), l'hiver et l'automne
enregistrent toujours les concentrations les plus faibles en phénols totaux,

- sur les fleurs (Fig. 16, D), les concentrations les plus élevées sont obtenues en été
(S1, S2, S3 et SH) et au printemps (S4 et S6). Une concentration moyenne maximale
de 148,26 mg EAG/g en juillet pour S5 et une concentration moyenne minimale de
84,89 mg EAG/g en septembre pour S4 (Tab. 19).

Les flavonoides :

- pour les feuilles (Fig. 15, B), les concentrations optimales sont enregistrées au
printemps (S1, S2 et S5) et en été (S3, S4 et S6). La concentration moyenne
maximale de 70,07 mg EC/g est enregistrée dans S1 en mai, par contre la
concentration moyenne minimale de 18,38 mg EC/g est notée en novembre pour S6
(Tab. 19),

- pour les tiges (Fig. 15, E), le printemps est la saison ou les concentrations en
flavonoides sont optimales (S1, S2, S4 et S6), tandis que I'été I'est dans deux
stations (S3 et S5). Une concentration moyenne maximale de 47,42 mg EC/g est

Page 103



CHAPITRE Il Résultats et discussion

évaluée dans S6 en avril, tandis qu’'une concentration moyenne minimale de 8,57 mg
EC/g est notée en février dans S2 (Tab. 19),

- pour les racines (Fig. 16, B), les concentrations moyennes les plus élevées sont
obtenues au printemps (S2, S3, S4, S6) et en été (S1 et S5). La concentration
moyenne maximale de 27,25 mg EC/g est obtenue dans S6 en juin, et minimale de
8,05 mg EC/g en novembre dans S3 (Tab. 19),

- en ce qui concerne les trois organes (feuilles, tiges et racines), 'automne et I'hiver
présentent toujours les plus faibles concentrations,

- pour les fleurs (Fig. 16, E), le printemps est la saison optimale pour la majorité des
stations (S1, S2, S4, S5 et S6) ; par contre I'été I'est pour S3. Une concentration
moyenne maximale de 76,31 mg EC/g est enregistrée en juin pour S6, et minimale
de 42,72 mg EC/g pour la S2 en septembre (Tab. 19).

Les tanins condensés :

- les concentrations maximales chez les feuilles (Fig. 15, C) sont notées en été (S1,
S3, S4, S5 et S6) et au printemps (S2). Une concentration moyenne maximale de
26,57 mg EC/g est relevée en septembre pour S5, et minimale de 9,67 mg EC/g en
janvier pour la S1 (Tab. 19),

- pour les tiges (Fig. 15, F), les concentrations optimales sont enregistrées au
printemps pour toutes les stations étudiées avec une concentration moyenne
maximale de 20,02 mg EC/g enregistrée en juin pour S1, et minimale de 3,85 mg
EC/g en mars pour S5 (Tab. 19),

- concernant les racines (Fig. 16, C), les concentrations les plus élevées sont notées
au printemps (S1, S2, S3, S4 et S5) et en été (S6). Une concentration moyenne
maximale de 16,68 mg EC/g est enregistrée en septembre pour S6, et minimale de
4,02 mg EC/g en février pour la S2 (Tab. 19),

- pour tous les organes précités, les saisons d’automne et d’hiver présentent les plus
faibles concentrations en tanins condensés,

- sur les fleurs (Fig. 16, F), les plus fortes concentrations sont notées en été pour
toutes les stations étudiées. Une concentration moyenne maximale de 27,54 mg
EC/g est enregistrée en aolt pour S3, et minimale de 12,58 mg EC/g en juin pour S6
(Tab. 19).
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Tableau 19 : Concentrations moyennes mensuelles (maximales et minimales) des

polyphénols dosés sur différents organes.

Phénols totaux

Flavonoides

Tanins condensés

Organes Stations Mois Concentrations Mois Concentrations Mois Concentrations
Max.-Min. Max.-Min. Max.-Min. Max.-Min. Max.-Min. Max.-Min.
S1 Mai-Mars  244,93-103,98 Mai-Jan. 70,07-24,81 Ao(t-Jan. 24,99-9,67
S2 Juin-Fév.  236,56-106,36  Avr.-Nov. 63,76-25,06 Juin-Fév. 24,56-11,58
§ S3 Juin-Jan.  233,3-100,96 Ao(t-Déc.  61,58-20,23  Aolt-Mars  25,16-13,06
E S4 Juil.-Mars  230,37-99,26  Ao(t-Fév. 68,69-23,62 Juil.-Déc. 25,74-13,94
S5 Mai-Jan.  210,33-104,14 Mai-Déc. 68,17-27,6 Sep.-Déc. 26,57-12,65
S6 Mai-Mars  217,19-113,46  Juin-Nov. 64,36-18,38 Ao(t-Jan. 23,96-16,99
S1 Juil.-Fév. 98,54-46,16  Juin-Déc. 38,84-14,63 Juin-Jan. 20,02-7,71
S2 Mai-Mars 85,49-41,16 Avr.-Fév. 36,18-8,57 Ao(t-Déc. 18,11-5,98
a S3 Juin-Jan. 80,41-42,27 Juil.-Fév. 39,46-12,81 Juil.-Fév. 17,34-4,79
'E S4 Aolt-Mars 87-38,58 Avr.-Jan. 36,64-12,4 Ao(t-Fév. 16,67-4,49
S5 Sep.-Fev. 81-46,76 Sep.-Déc. 46,96-18,83 Sep.-Mars 16,21-3,85
S6 Juil.-Jan. 74,69-51,8 Avr.-Déc. 47,42-19,54 Sep.-Jan. 17,14-5,66
S1 Avr.-Fév. 64,14-22,83  Sep.-Déc.  26,99-10,89 Juin-Fév. 15,23-4,4
" S2 Mai-Jan. 63,5-21,92 Mai-Janv. 22,23-9,36 Aolt-Fév. 15,19-4,02
I S3 Mai-Mars 68,58-19,65 Mai-Nov. 22,76-8,05 Sep.-Mars 15,99-5,15
§ S4 Juin-Jan. 68,94-22,79 Juil.-Déc. 17,97-11,05 Sep.-Déc. 16,17-5,77
S5 Mai-Fév. 70,21-24,14  Sep.-Fév. 22,25-9,27 Juil.-Jan. 15,74-4,26
S6 Avr.-Fév. 64,38-24,42 Juin-Jan. 27,25-14,05 Sep.-Fév. 16,68-5,02
S1 Sep.-Juin  138,54-103,26  Juil.-Aolt 65,99-46,85 Sep.-Juin 26,57-20,72
S2 Sep.-Juin  117,23-86,32  Juin-Sep. 68,21-42,72 Sep.-Juin 24,88-19,36
g S3 Juil.-Sep. 123,3-96,48 Ao(t-juin 68,61-44,5 Ao(t-juil. 27,54-21,44
E S4 Juin-Sep. 133,46-84,89  Juin-Sep. 67,1-51,21 Sep.-Juil. 21,9-16,67
S5 Juil.-Aolt  148,26-122,27  Juin-Sep. 71,35-53,39 Juil.-Juin 20,12-14,89
S6 Juin-Sep.  146,96-110,53  Juin-Sep. 76,31-47,75 Ao(t-Juin 18,36-12,58

S : Station ; Max. : maximum ; Min. :

Sep. : septembre ; Nov. : novembre ; Déc. : décembre.

Les analyses de la variance a plusieurs criteres de classification sont regroupées dans

les tableaux 20, 21, 22, 23 et 24.

minimum, Jan. : janvier, Fév. : février, Avr. : avril ; Juil. : juillet ;
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Tableau 20 : Analyse de la variance a plusieurs criteres de classification : effet des saisons
(automne-hiver-printemps) sur les organes végétatifs (feuilles-tiges-racines).

Source DDL SC CM F p>F
109177 21877 1,147 =0,338
Station 5 | 2511,3"™ | 502,3™ | 32,83 |<0,0001%*
89,38 | 17,88 | 7,73 |[<0,0001%*
123027°" | 6151477 | 321,54"" | < 0,0001***
Saison 2 | 33194,67 | 16597,3™ | 1084,70™ | < 0,0001***
5182,23'¢ [ 2591,127°| 1120,32™ | < 0,0001***
1089294"" | 5446477 | 2846,92"" [ < 0,0001**
Organe 2 | 44875,47 | 22437,7™ | 1466,40™ | < 0,0001**
5327,11™° [ 2663,56"¢| 1151,64' | < 0,0001***
5526"" 553°" 2,89"7 | =0,002*
Station*Saison 10 | 767,8™ 76,8™ 5027 | <0,0001%*
229,36'¢ | 22,94 [ 9,92 |<0,0001%*
594177 594" 3,117 | = 0,001+
Station*Organe 10 | 2958,77- | 295,97 | 19,34 |<0,0001**
708,50 | 70,85 | 30,63 |<0,0001***
891407 | 2228577 | 116,497 | < 0,0001***
Saison*Organe 4 | 8052,27 | 2013,1™ | 131,56™ | < 0,0001%**
200,17 | 50,04 | 21,64™ |[<0,0001***
9778"" 489"" 2,567 | < 0,0001***
Saison*Station*Organe| 20 | 1376,8™ | 68,8™ 4,507 [<0,0001%**
783,38 | 39,17'¢ | 16,94'¢ |<0,0001%**

Tableau 21 : Analyse de la variance a plusieurs criteres de classification : effet des mois de
'automne (octobre-novembre-décembre) sur les organes végétatifs (feuilles-tiges-racines).

Source DDL SC CM F p>F

1268,2"7 |253,6"" 5,157 [<0,0001%*
Station 5 | 544,36™ | 108,87™ | 20,93 |<0,0001%*
28,928 | 5,786'C 5,26 | < 0,0001***
2009,0°" | 1004,5°" | 20,417 |<0,0001***

Mois 2 64,807 32,40 6,23 | =0,003*
70,572 | 35,286 | 32,07 [<0,0001%*
287866,4"" [ 143933,2"" [ 2923,92"" [ < 0,0001 %+
Organe 2 | 5102,63™ | 2551,32™ | 490,397 [< 0,0001**
1619,894'° 809,947 ™| 736,19 [< 0,0001**
1828,6"" | 182,97" 3,717 [<0,0001%+
Station*Mois 10 | 357,03 | 35,707 6,86 [<0,0001**

27,671 | 2,767 2,52 | =0,009*
2130,3"" [213,0"" 4,337 | <0,0001%*
Station*Organe 10 | 1307,78™ | 130,78™ | 25,14™ |<0,0001%**
169,166'C | 16,917'¢ | 15,38™ |< 0,0001***
3309,8"" | 827,57 | 16,8177 [<0,0001%*
Mois*Organe 4 | 251,73 | 62,93™ | 12,10 [<0,0001%*
34,564'¢ | 8,641 7,85'¢ | < 0,0001%**
575557 | 287,87 5,85 [<0,0001%*
Mois*Station*Organe | 20 | 479,33 | 23,97™ 4,61™ | <0,0001%*
76,473 | 3,824 3,48 |<0,0001***
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Tableau 22 : Analyse de la variance a plusieurs critéres de classification : effet des mois de
Ihiver (janvier-février-mars) sur les organes végétatifs (feuilles-tiges-racines).

Source DDL SC CM F p>F
2709,3"" [541,9°" 10,5777 | < 0,0001***
Station 5 | 964,307 | 192,86™ | 31,86™ |<0,0001**
223,499'C | 44,700 | 48,68 |[<0,0001%*
63,4°" 31,77" 0,627" = 0,541
Mois 2 | 152,04™ 76,027 12,567 | < 0,0001***
17,4417 | 8,720™ 9,50"° | < 0,0001***
198630,5 " | 99315,3"" [1936,67 ' [ < 0,0001%*
Organe 2 |11767,367 | 5883,68™ | 972,04™ [<0,0001**
2800,542"° [ 1400,271™ | 1524,81™ | < 0,0001%**
2446,3"" | 244,67 4,77°" | <0,0001%**
Station*Mois 10 | 358,50™ | 35,857 5,927 | <0,0001***
58,069 | 5,807 6,32 | <0,0001***
3449,9°" [345,0°" 6,73 | < 0,0001***
Station*Organe 10 | 1382,78™ | 138,28™ | 22,84™ [<0,0001***
1178,449'¢| 117,845™ | 128,33™ [ < 0,0001%*
4303,2"" | 1075,8"" | 20,98"" |<0,0001***
Mois*Organe 4 43,35™ 10,84 1,797 =0,136

18,584 | 4,646' 5,06'C | =0,001*
4139577 | 207,0"" 4,04"" | <0,0001%**
Mois*Station*Organe | 20 | 646,517 | 32,33 5,34™ | <0,0001**
127,991 | 6,400 6,97 | <0,0001***

Tableau 23 : Analyse de la variance a plusieurs criteres de classification : effet des mois du
printemps (avril-mai-juin) sur les organes végétatifs (feuilles-tiges-racines).

Source DDL SC CM F p>F
2639"" [5287" 59077 [<0,0001%*
Station 5 | 1517,44™ | 303,49 | 37,10™ | =0,462
66,315 | 13,263 | 15,28™ |<0,0001***
1898°" 949”7 10,60"" [ < 0,0001%
Mois 2 12,72 6,36 0,787 | < 0,0001***
9,903 | 4,952 | 5,70 | =0,004*
691937" " | 345968"" [3865,91"" [ < 0,0001***
Organe 2 | 9978,66™ |4989,33™ | 609,98 | < 0,0001***
1106,845'¢| 553,423 | 637,51™ | < 0,0001***
9434"" 943"" 10,5477 [ < 0,0001***
Station*Mois 10 | 188,13™ | 18,817 2,307 =0,017
36,533 | 3,653 | 4,21™ |<0,0001%*
101397 101477 11,3377 [<0,0001%
Station*Organe 10 | 470,55™ | 47,06™ | 5,75 |<0,0001%*
144,265 | 14,4277 | 16,62™ |[<0,0001**
2597°" 6497 7,26"" | <0,0001%**
Mois*Organe 4 | 387,46™ | 96,86™ | 11,84 |<0,0001%*
142,073 | 35,518 | 40,9 |<0,0001%**
24342°7 | 121277 | 13,607 |<0,0001%**
Mois*Station*Organe | 20 | 136,66™ | 6,83™ 0,84™ = 0,666
67,516'C | 3,376’ | 3,89'¢ |<0,0001**
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Tableau 24 : Analyse de la variance a plusieurs critéres de classification : effet des mois de
I'été (juillet-aoOt-septembre) sur les organes analysés (feuilles-tiges-racines-fleurs).

Source DDL SC CM F p>F

1061,9"" [212,4"7 2,74°7 =0,022
Station 5 | 926,057 | 185217 | 19,85™ [<0,0001**
143,616'C | 28,723™ | 34,37 |<0,0001%**
2530,2"" | 1265,17" | 16,307 |< 0,0001***

Mois 2 | 100,54™ | 50,277 5,397 = 0,006
129,540 | 64,770™ | 77,50 |<0,0001%*
606567,8"" [ 202189,3"" [ 2604,28"" | < 0,0001***
Organe 3 |61226,697| 20408,90™ [ 2187,697 | < 0,0001***
2405,898™° | 801,966 | 959,54 [< 0,0001**
4769,6"" | 477,0"" 6,147 |[<0,0001%*
Station*Mois 10 | 981,50™ | 98,15™ | 10,52™ |<0,0001***
40,171 | 4,017 4,817 | <0,0001***
20579,4"" [1372,0"" 17,67"" [ <0,0001%*
Station*Organe 15 | 1890,177 | 126,017 | 13,51™ |<0,0001***
535,162 | 35,677'C | 42,69 [<0,0001%*
5554,2°" | 9257°7 | 11,927 |<0,0001***
Mois*Organe 6 | 733,057 | 122,177 | 13,107 [<o0,0001%*
48,568 | 8,095 9,69'C | < 0,0001%*
18648,9"" | 621,6"" 8,017 [<0,0001%*
Mois*Station*Organe | 30 | 2643,447 | 88,117 9,45™ | <0,0001%*
288,898 | 9,630 | 11,52™ |[<0,0001%*

111.1.1.1.B.2. Analyse factorielle des correspondances (AFC)

La projection des variables et des individus sur le plan factoriel (Axe F1 x Axe F2)
permet de faire ressortir I'existence de trois groupes répartis sur les deux cotés de l'axe F1,
ou un taux maximum d’inertie de 54,32 % est fourni contre 27,33 % pour 'axe F2 (Fig. 17) :

le groupe 1 (Gr 1), situé sur le coté positif de I'axe F1, est formé essentiellement par
les fleurs prélevées au printemps sur plusieurs stations (S1FLP, S2FLP, S4FLP,
S5FLP et S6FLP avec des contributions respectives de 0,198 ; 0,330 ; 0,099 ; 0,118
et 0,091). Ce groupe est corrélé aux flavonoides (FL) dont la contribution est de
0,226,

le groupe 2 (Gr 2), situé également sur le coté positif de 'axe F1, est constitué de
feuilles et surtout de fleurs d’été et de printemps (S1FE, S3FLP, S2FLE, S1FLE,
S4FLE et S3FLE avec des contributions respectives de 0,075 ; 0,059 ; 0,123 ; 0,084 ;
0,188 et 0,152). Ce groupe est corrélé aux tanins condensés (TC) dont la contribution
estde 0,179,

le groupe 3 (Gr 3),situé dans le coté négatif de laxe F1, est constitué
particulierement de feuilles de printemps et d’été de différentes stations (S1FP,
S5FP, S6FP, S5FE, S6FE, S4FE, S3FP et S4FP avec des contributions respectives
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de -0,138; -0,079; -0,105; -0,070; -0,123; -0,190 ; -0,196). Ce groupe est corrélé
aux phénols totaux (PT) dont la contribution de -0,119.

En prenant compte les contributions des individus et des variables sur 'axe F1, deux
gradients s’individualisent (Fig. 17) :

- un gradient horizontal du coté négatif vers le coté positif de 'axe F1, mettant en

évidence la corrélation existante entre les deux organes les plus riches en

polyphénoils (feuilles et fleurs) et les saisons de printemps et d’été,

- un gradient vertical du haut vers le bas de I'axe F1, faisant ressortir la corrélation
existante entre les deux organes pauvres en composés phénoliques et les

saisons d’automne et d’hiver.
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l1.1.1.2. Etude qualitative des composés phénoliques par chromatographie
liguide a haute performance (CLHP) en phase inversée

[11.1.1.2.A. Standards phénoliques

Les résultats relatifs aux temps de rétentions (Tr) et des aires de pic des différents
standards phénoliques testés sont regroupés dans le tableau 25. Aussi, les profils
chromatographiques sont illustrés par les figures 18 et 19.

Tableau 25 : Temps de rétention et aires des pics des standards phénoliques testés (acides
phénoliques et flavonoides).

Standards phénoliques
Acide phénoliques  Temps de rétention (mn) Aires des pics

Acide chlorogénique 3,62 153019536
Acide férulique 8,37 1838394496
Acide ellagique 8,41 48864868
Acide tannique 4,96 99345208
Acide caféique 2,47 18737578
Acide vanillique 5,02 344181536
Acide hydrocinnamique 10,30 1168703232
Acide syringique 5,30 230363328
Acide gallique 2,82 52505272
Vanilline 6,75 1511309696
Flavonoides
Diosmétine 23,68 1080889856
Nobilétine 27,64 905116672
Lutéoline 17,12 3793842432
Kaempférol 22,12 3863920640
Diosmine 29,73 28050426
Catéchine 9,50 68073088
Silibinine 28,51 325225664
Naringine 10,52 186818432
Naringinine 19,15 384443392
Tangéritine 28,73 261425184

Les résultats mentionnés ci-dessus montrent que les temps de rétention des standards
phénoliques sont répartis par ordre chronologique comme suit :

- pour les acides phénoliques référenciés : acide caféique (Tr= 2,47 mn), acide gallique
(Tr= 2,82 mn), acide chlorogénique (Tr= 3,62 mn), acide tannique (Tr= 4,96 mn),
acide vanillique (Tr= 5,02 mn), acide syringique (Tr= 5,30 mn), vanilline (Tr= 6,75
mn), acide férulique (Tr= 8,37 mn), acide ellagique (Tr= 8,41 mn) et acide
hydrocinnamique (Tr= 10,30 mn),

- pour les standards flavonoiques : catéchine (Tr= 9,50 mn), naringine (Tr= 10,52 mn),
lutéoline (Tr= 17,12 mn), naringinine (Tr= 19,15 mn), kaempférol (Tr= 22,12 mn),
diosmétine (Tr= 23,68 mn), nobilétine (Tr= 27,64 mn), silibinine (Tr= 28,51 mn),
tangéritine (Tr= 28,73 mn) et diosmine (Tr= 29,73 mn).
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Figure 18 : Profils du chromatogramme CLHP (A= 370 nm)des standards flavonoiques (feuille 1/2).

(1) : Diosmétine ; (2) : Nobélitine ; (3) : Lutéoline ; (4) : Kaempférol ; (5) : Diosmine.
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Figure 18 : Profils du chromatogramme CLHP (A= 370 nm) des standards flavonoiques (feuille 2/2).

(6) : Silibinine ; (7) : Naringine ; (8) : Catéchine ; (9) : Naringinine ; (10) : Tangéritine.
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Figure 19 : Profils du chromatogramme CLHP (A= 280 nm) des acides phénoliques commercialisés (feuille 1/2).
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Figure 19 : Profils du chromatogramme CLHP (A= 280 nm) des acides phénoliques commercialisés (feuille 2/2).

(6) : Acide vannilique ; (7) : Acide hydrocinnamique ; (8) : Acide syringique ; (9) : Acide gallique ; (10) : Vanniline.
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[11.1.1.2.B. Variation saisonniere des acides phénoliques extraits des feuilles
de quatre provenances

L’analyse des extraits flavonoiques obtenus des feuilles de M. vulgare prélevées
pendant les quatre saisons de l'année et en provenance de quatre localités
d’échantillonnage en utilisant une chromatographie liquide a haute performance (CLHP) en
phase inversée fait ressortir les profils chromatographiques (A= 280 nm) des acides
phénoliques représentées par les figures 20, 21, 22 et 23. Les données correspondantes aux
différents temps de rétention (Tr) et des airs de pics sont regroupées sur les tableaux 26, 27,
28 et 29.

Ces résultats montrent des différences intra-localité (entre les différentes saisons de
prélevement pour la méme station d’échantillonnage) et inter-localité (entre les quatre
localités d’échantillonnage) :

- pour les extraits phénoliqgues du mont de Tessala, 25 acides phénoliques sont
séparés en automne, 23 en hiver, 26 au printemps et 29 en été. L’acide férulique
avec un temps de rétention de 8,37 mn, est probablement présent en automne
(composé 3), en hiver (composé 2) et en printemps (composé 3). En été, le composé
3 (Tr= 6,75 mn) correspond a la vanilline, le composé 4 (Tr= 8,41 mn) correspond a
l'acide ellagique et le composé 8 (Tr= 10,30) correspond a 'acide hydrocinnamique,

- pour les extraits phénoliques de la forét domaniale de M'sila, 25 acide phénoliques
sont séparés en automne, 30 en hiver, 31 au printemps et 28 en été. Le composé 4
de 'automne avec un temps de rétention de 8,41 mn correspondant probablement &
l'acide ellagique. Le composé 1 du printemps (Tr= 4,96 mn) correspond a l'acide
tannique et le composé 3 en été (Tr= 8,37 mn) correspond a l'acide férulique. Les
pics obtenus en hiver ne correspondent a aucun acide phénolique référencie,

- pour les extraits phénoligues de Béni Saf, 27 acides phénoliques sont obtenus en
automne, 20 en hiver, 22 en printemps et 25 en été. Avec un temps de rétention de
6,75 mn, la vanilline est probablement présente en printemps (composé 2) et en été
(composé 3). En printemps, le composé 6 (Tr= 10,30 mn) correspond a l'acide
hydrocinnamique et le composé 6 (Tr= 8,41 mn) de I'été correspond a l'acide
ellagique. En automne et en hiver, les pics obtenus ne correspondent & aucun
standard phénolique,

- pour les extraits phénoliques de Ain Skhouna, 31 acides phénoliques sont
caractérisés en automne, 26 en hiver, 33 en printemps et 30 en été. L’acide férulique
(Tr= 8,37 mn) est probablement présent en automne (composé 4), au printemps
(composé 7) et en été (composé 3). Au printemps, le composé 1 (Tr= 4,96 mn)
correspond a l'acide tannique. En hiver, les pics obtenus ne correspondent a aucun
standard phénolique.
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Figure 20 : Profil saisonnier du chromatogramme CLHP des acides phénoliques (A= 280 nm) extraits des feuilles du mont de Tessala.

(1) : Automne ; (2) : Hiver ; (3) : Printemps ; (4) : Eté.
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Résultats et discussion

Tableau 26 : Variation saisonniére (temps de rétention et aires de pics) des acides phénoliques extraits des feuilles du mont de Tessala.

Mont de Tessala

Automne Hiver Printemps Eté

Comp. Tr Airesdepics % Comp. Tr Airesdepics % Comp. Tr Airesdepics % Comp. Tr Airesdepics %
1 5,42 2506266 0,31 1 6,30 21315032 3,06 1 6,30 98149288 5,92 1 5,58 9915983 0,59
2 6,33 44323096 5,48 2 8,37 141654784 20,36 2 7,78 27029594 1,63 2 6,12 7455016 0,44
3 8,37 217159792 26,89 3 8,84 25265816 3,63 3 8,37 568403520 34,31 3 6.75 143621312 8,64
4 8,88 49707480 6,15 4 9,73 17181578 2,47 4 8,86 154886880 9,35 4 841 12883703 0,77
5 9,77 13633085 1,68 5 11,25 4311079 0,61 5 9,74 21754168 1,31 5 8,93 234305488 14,10
6 10,75 3793167 0,46 6 12,85 7312239 1,05 6 10,71 19418202 1,17 6 9,61 18841980 1,13
7 11,33 5151948 0,63 7 15,24 4594184 0,66 7 11,28 14103021 0,85 7 9,71 185449584 11,16
8 12,35 9829753 1,21 8 16,17 1367361 0,19 8 12,59 16217758 0,97 8 10,30 18474964 1,11
9 14,78 6598958 0,81 9 17,41 9583386 1,37 9 16,65 685817 0,04 9 11,64 14255749 0,85
10 15,53 9470062 1,17 10 21,62 10108355 1,45 10 18,92 7952900 0,48 10 12,22 11601116 0,69
11 17,48 8394997 1,03 11 22,70 16406524 2,35 11 20,93 24463626 1,47 11 13,30 4364974 0,26
12 21,60 8038875 0,99 12 23,79 6290879 0,9 12 21,65 25213806 1,52 12 13,87 4146328 0,24
13 22,68 18377678 2,27 13 24,36 15369382 2,2 13 22,74 140556896 8,48 13 15,61 3669741 0,22
14 23,77 5536649 0,68 14 25,72 34212840 4,91 14 23,10 4052679 0,24 14 16,43 6151191 0,37
15 24,35 16307766 2,01 15 26,48 46072412 6,62 15 23,81 23421452 1,41 15 18,19 4446051 0,26
16 25,72 32531998 4,02 16 27,13 189965856 27,31 16 24,38 35296652 2,13 16 21,93 95685880 5,76
17 26,48 42661616 5,28 17 28,37 48964772 7,03 17 25,75 27679476 1,67 17 22,89 156480352 9,42
18 27,13 198673584 24,6 18 29,23 11493924 1,65 18 26,49 37787144 2,28 18 23,91 15473507 0,93
19 28,37 48589872 6,01 19 30,13 10827249 1,55 19 27,17 59226712 3,57 19 24,36 22667666 1,36
20 29,25 7940666 0,98 20 30,49 12531616 1,8 20 27,42 230147232 13,89 20 26,49 110952304 6,67
21 30,14 3822862 0,47 21 31,11 19190490 2,75 21 28,13 28907552 1,74 21 27,08 446952576 26,9

22 30,52 6932712 0,85 22 31,97 28616390 4,11 22 29,24 9931238 0,59 22 28,06 68224072 4,1
23 31,13 12549908 1,55 23 32,41 12949916 1,86 23 29,88 2060612 0,12 23 29,19 15474574 0,93

24 31,98 25897616 3,2 24 30,54 7208317 043 24 30,06 5107783 0,3
25 32,83 9010310 1,11 25 31,15 12430017 0,75 25 30,45 10159999 0,61
26 32,19 59271272 3,57 26 31,05 9944159 0,59
27 31,89 7158566 0,43
28 32,31 9823108 0,59
29 32,71 7346991 0,44

Comp. : composé ; Tr : temps de rétention.
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Résultats et discussion
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Figure 21 : Profil saisonnier du chromatogramme CLHP des acides phénoliques (A= 280 nm) exTraits des feuilles de la forét domaniale de

M’sila.

(1) : Automne ; (2) : Hiver ; (3) : Printemps ; (4) : Eté.
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Tableau 27 : Variation saisonniére (temps de rétention et aires des pics) des acides phénoliques extraits des feuilles de la forét domaniale de
M’sila.
Forét domaniale de M’sila
Automne Hiver Printemps Eté
Comp. Tr Airesdespics % Comp. Tr Airesdespics % Comp. Tr Airesdespics % Comp. Tr Airesdespics %

1 5,14 1610936 0,19 1 6,20 92507296 6,04 1 4,96 2350133 0,13 1 6,56 124945656 5,47
2 6,14 56166948 6,82 2 7,89 32919326 2,15 2 6,51 151961376 8,79 2 7,90 49403928 2,16
3 8,10 270703744 32,87 3 8,07 511302624 33,4 3 7,78 45495360 2,63 3 8,37 535915552 23,49
4 8,41 8258747 1 4 8,57 24506174 1,6 4 8,27 558816576 32,33 4 8,76 25924326 1,13
5 8,85 59597828 7,23 5 8,82 110312824 7,2 5 8,79 28299966 1,63 5 9,14 294670016 12,92
6 9,77 20015656 2,43 6 9,72 14833503 0,96 6 9,03 166542912 9,63 6 10,04 36430552 1,59
7 10,72 5336696 0,64 7 10,68 11005335 0,71 7 9,92 13955727 0,8 7 11,04 42972852 1,88
8 11,34 6176070 0,74 8 11,25 6958874 0,45 8 10,91 12768767 0,73 8 11,60 56852352 2,49
9 12,35 3575499 0,43 9 12,29 13806444 0,9 9 11,46 6776003 0,39 9 12,94 41472732 1,81
10 12,94 1409307 0,17 10 14,71 5579916 0,36 10 12,81 16251485 0,94 10 14,74 3802766 0,16
11 15,64 8944598 1,08 11 15,51 8303123 0,54 11 14,96 2817875 0,16 11 15,54 11714533 0,51
12 21,56 692933 0,08 12 17,35 12210034 0,79 12 15,64 7070669 0,4 12 17,34 9559367 0,41
13 22,68 14493812 1,76 13 18,71 1790662 0,11 13 17,67 12019589 0,69 13 19,18 24468168 1,07
14 24,36 17667328 2,14 14 20,85 5733474 0,37 14 19,21 2844133 0,16 14 21,15 47005996 2,06
15 25,58 22627740 2,74 15 21,54 18415674 1,2 15 20,02 1942282 0,11 15 21,90 42498476 1,86
16 26,49 40939280 4,97 16 22,61 102561544 6,7 16 20,97 19124600 11 16 22,96 212054736 9,29
17 26,85 10063263 1,22 17 23,72 14521266 0,94 17 21,66 23667276 1,36 17 23,39 13575509 0,59
18 27,14 120801392 14,66 18 24,28 17742008 1,15 18 22,78 131012120 7,58 18 23,97 42482236 1,86
19 27,38 22249262 2,7 19 25,69 40341224 2,63 19 23,82 18496934 1,07 19 24,51 64740812 2,83
20 28,34 53048364 6,44 20 26,46 52858688 345 20 24,36 24136410 1,39 20 25,75 34944360 1,53
21 28,85 41721364 5,06 21 27,07 261758752 17,1 21 25,74 35656844 2,06 21 26,33 45209368 1,98
22 30,52 3964762 0,48 22 27,33 63810180 4,16 22 26,48 45789520 2,64 22 26,86 40767820 1,78
23 31,12 9428549 1,14 23 28,09 47895596 3,12 23 27,15 231926016 13,41 23 27,15 395154272 17,32
24 31,98 19155090 2,32 24 29,21 7747220 0,5 24 27,39 69277464 4 24 28,60 4279683 0,18
25 32,83 4832215 0,58 25 30,11 5809612 0,37 25 28,09 42725852 2,47 25 29,17 14274428 0,62
26 30,50 8525983 0,55 26 29,22 7492471 0,43 26 30,42 3400508 0,14
27 31,11 10877720 0,72 27 30,13 4659096 0,26 27 31,12 9834113 0,43
28 31,95 11600770 0,75 28 30,52 7879450 0,45 28 32,17 52242228 2,29

29 32,17 6404591 0,41 29 31,12 11893526 0,68

30 32,40 7998191 0,52 30 32,19 16520509 0,95

31 32,43 8146409 0,47
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Figure 22 : Profil saisonnier du chromatogramme CLHP des acides phénoliques (A= 280 nm) extraits des feuilles de Béni Saf.

(1) : Automne ; (2) : Hiver ; (3) : Printemps ; (4) : Eté.
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Tableau 28 : Variation saisonniére (temps de rétention et aires des pics) des acides phénoliques extraits des feuilles de Béni Saf.

Résultats et discussion

Béni Saf
Automne Hiver Printemps Eté
Comp. Tr Airesdespics % Comp. Tr Airesdespics % Comp. Tr Airesdespics % Comp. Tr Airesdespics %

1 4,73 2077120 0,25 1 5,40 3386874 0,5 1 6,17 35279652 2,96 1 4,62 908722 0,14
2 6,08 23353502 2,83 2 6,41 9900716 1,47 2 6.75 11822484 0,99 2 6,08 26075648 4,08
3 6,69 10574884 1,28 3 7,26 20204632 3,01 3 8,04 90965192 7,64 3 6.75 9804916 1,53
4 7,64 8355690 1,01 4 7,95 43828816 6,53 4 8,78 66599892 5,59 4 7,51 8705236 1,36
5 7,99 84210752 10,2 5 8,54 3808530 0,56 5 9,68 14517117 1,21 5 7,99 77745968 12,18
6 8,68 60420988 7,32 6 9,80 8418633 1,25 6 10,30 4990350 0,41 6 8.41 7295015 1,14
7 9,62 6079658 0,73 7 17,11 11896658 1,77 7 11,21 7489024 0,62 7 8,71 44132424 6,91
8 10,92 9055962 1,09 8 18,12 10944872 1,63 8 12,18 3403866 0,28 8 9,62 5088040 0,79
9 12,23 9280278 1,12 9 22,04 11741924 1,75 9 12,80 2170339 0,18 9 11,03 2524660 0,39
10 14,47 3159575 0,38 10 22,94 20620466 3,07 10 14,63 2355066 0,19 10 12,33 7630891 1,19
11 14,99 6721883 0,81 11 26,45 127504856 19,01 11 15,50 8848048 0,74 11 15,08 6029791 0,94
12 17,04 5794505 0,7 12 27,02 142486432 21,24 12 17,34 1310331 0,11 12 17,25 6004806 0,94
13 18,35 1254675 0,15 13 27,29 18628874 2,77 13 21,49 9649426 0,81 13 21,44 26742732 4,19
14 20,51 31386026 3,8 14 28,07 60771788 9,06 14 22,51 26860702 2,25 14 22,47 48161536 7,54
15 21,25 17227160 2,08 15 29,16 11556566 1,72 15 24,37 27769202 2,33 15 22,98 2341542 0,36
16 22,26 46011584 5,67 16 30,39 16441599 2,45 16 27,03 567506112 47,67 16 23,59 7603199 1,19
17 22,76 9711359 1,17 17 31,05 32765914 4,88 17 28,08 114889776 9,65 17 26,22 70010864 10,97
18 23,48 6872950 0,83 18 32,25 51106180 7,62 18 29,19 35400468 2,97 18 26,99 175583344 27,52
19 24,48 13318417 1,61 19 32,62 63397820 9,45 19 30,46 42846360 3,59 19 27,30 18389180 2,88
20 26,95 309716928 37,54 20 3347 1174993 0,17 20 31,07 37867428 3,18 20 28,05 37214696 5,83
21 27,09 36041488 4,36 21 32,33 68046480 5,71 21 29,15 8092053 1,26
22 28,05 49822484 6,03 22 32,69 9818047 0,82 22 30,43 1332675 0,2
23 29,11 17033210 2,06 23 31,09 7627880 1,19
24 30,35 16547184 2 24 32,35 22504336 3,62
25 31,04 15492142 1,87 25 32,74 10372185 1,62
26 32,05 18843480 2,28

27 32,44 6616249 0,8

Comp. : composé ; Tr : temps de rétention.
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Figure 23 : Profil saisonnier du chromatogramme CLHP des acides phénoliques (A= 280 nm) extraits des feuilles de Ain Skhouna.

(1) : Automne ; (2) : Hiver ; (3) : Printemps ; (4) : Eté.
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Tableau 29 : Variation saisonniére (temps de rétention et aires des pics) des acides phénoliques extraits des feuilles de Ain Skhouna.
Ain Skhouna
Automne Hiver Printemps Eté
Comp. Tr Airesdespics % Comp. Tr Airesdespics % Comp. Tr Airesdespics % Comp. Tr Airesdespics %
1 5,43 537732 0,06 1 6,27 25412784 4,08 1 4,96 1506201 0,12 1 6,09 31873534 3,28
2 6,33 36501420 4,2 2 6,76 29070002 4,67 2 5,53 3782633 0,32 2 7,70 18063412 1,86
3 7,63 14498035 1,67 3 7,52 61063736 9,81 3 6,47 79609360 6,85 3 8,37 240020192 24,72
4 8,37 227920176 26,26 4 8,09 58586652 9,41 4 6,89 35766332 3,07 4 8,71 8564469 0,88
5 8,88 61501804 7,08 5 12,35 10135878 1,62 5 8,02 19948838 1,71 5 8,99 85286608 8,78
6 9,75 10382001 1,19 6 14,73 7820308 1,25 6 8,16 246677344 21,24 6 9,94 26603768 2,74
7 10,74 4213467 0,48 7 15,23 10883576 1,74 7 8,37 16354278 14 7 10,91 15029901 1,54
8 11,29 7273542 0,83 8 16,11 3354858 0,53 8 8,92 76363632 6,57 8 11,49 22887684 2,35
9 12,60 8748354 1 9 17,33 27288618 4,38 9 9,82 13729065 1,18 9 12,87 19605654 2,01
10 15,25 6737210 0,77 10 21,00 2474475 0,39 10 10,81 5958103 0,51 10 15,49 11641078 1,19
11 16,12 1589114 0,18 11 21,61 5707129 0,91 11 11,39 9896865 0,85 11 17,61 21123076 2,17
12 17,37 16575927 1,91 12 22,69 19542930 3,14 12 12,46 5243949 0,45 12 19,21 5128608 0,52
13 18,90 4837346 0,55 13 23,75 9453892 1,51 13 13,02 408051 0,03 13 21,26 12927855 1,33
14 20,94 17290242 1,99 14 24,39 9642542 1,54 14 14,91 9299249 0,8 14 21,95 14326392 1,47
15 21,63 15927397 1,83 15 25,68 47340984 7,6 15 15,65 18606078 1,6 15 22,96 59854792 6,16
16 22,74 64341076 7,41 16 26,48 47344504 7,6 16 17,59 13314726 1,14 16 23,51 6152621 0,63
17 23,26 5078189 0,58 17 27,13 118600544 19,06 17 21,05 815666,62 0,07 17 23,94 16945418 1,74
18 23,81 15867609 1,82 18 27,37 14431740 2,31 18 21,70 10162789 0,87 18 24,75 30359502 3,12
19 24,70 23855402 2,74 19 28,15 4505194 0,72 19 22,78 29664364 2,55 19 25,71 29579426 3,04
20 25,72 30996610 3,57 20 28,36 43638232 7,01 20 23,83 8039574 0,69 20 26,50 34928792 3,59
21 26,49 34104112 3,93 21 29,22 9084492 1,46 21 24,37 24066490 2,07 21 26,84 12775251 1,31
22 27,16 149682016 17,25 22 30,50 1791650 0,28 22 25,74 42152632 3,62 22 27,15 142354784 14,66
23 27,40 35998712 4,14 23 31,13 8952205 1,43 23 26,48 60484828 52 23 27,39 24243500 2,49
24 28,11 14232984 1,64 24 31,96 17620268 2,83 24 27,16 271162848 23,34 24 28,34 32124544 3,3
25 28,42 16117488 1,85 25 32,41 13384834 2,15 25 27,41 13239387 1,13 25 29,20 7679150 0,79
26 29,24 7185130 0,82 26 32,79 15090051 2,42 26 28,10 63821984 5,49 26 30,47 5654292 0,58
27 30,51 1524733 1,17 27 28,33 2017981 0,17 27 31,12 9906276 1,02
28 31,17 7360623 0,84 28 29,25 11307308 0,97 28 32,06 2422601 0,24
29 32,22 11162951 1,28 29 30,14 7145416 0,61 29 32,17 19656210 2,02
30 32,47 7972717 0,91 30 30,52 8897208 0,76 30 32,41 3180498 0,32
31 32,87 7680942 0,88 31 31,12 16230332 1,39
32 32,19 22048948 1,89
33 32,43 13649166 1,17
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I11.L1.1.2.C. Variation saisonniere des flavonoides extraits des feuilles de

quatre provenances

les profils chromatographiques (A= 370 nm) des flavonoides obtenus aprés séparation

des extraits phénoliques des feuilles de M. vulgare prélevées pendant les quatre saisons de

lannée de quatre localités d’échantillonnage par une chromatographie liquide a haute

performance (CLHP) en phase inversée sont illustrés dans les figures 24, 25, 26 et 27. Les

temps de rétention (Tr) et les airs des pics sont regroupés sur les tableaux 30, 31, 32 et 33.
De ces résultats, il ressort que :

pour les extraits phénoligues du mont de Tessala, 16 flavonoides sont obtenus en
automne, 15 en hiver, 22 au printemps et 21 en été. Avec un temps de rétention de
29,73 mn, la diosmine est probablement présente en automne (composé 13), en
hiver (composé 14) et en été (composé 18). La catéchine (Tr= 9,50 mn) correspond
au composé 6 au printemps et au composé 4 en été ; la naringine (Tr= 10,52 mn)
correspond au composé 7 au printemps et au composé 6 en été. Au printemps, le
composé 11 (Tr= 17,12) correspond a la lutéoline, le composé 15 (Tr= 22,12 mn)
correspond au kaempférol, le composé 16 (Tr= 23,68 mn) correspond a la diosmétine
et le composé 21 (Tr= 27,64 mn) correspond a la nobilétine,

pour les extraits phénoliques de la forét domaniale de M’sila, 17 flavonoides sont
caractérisés en automne, 27 en hiver, 23 au printemps et 22 en été. La diosmine (Tr=
29,73 mn) est probablement présente en automne (composé 16) et au printemps
(composé 21) ; la catéchine (Tr= 9,50 mn) est présente en hiver et au printemps
(composé 6 pour les deux saisons) et la nobilétine (Tr= 27,64 mn) est présente au
printemps (composé 18) et en été (composé 19). En hiver, le composé 7 (Tr= 10,52
mn) correspond a la naringine. Au printemps, le composé 13 (Tr= 23,68 mn)
correspond a la diosmétine. En été, le composé 10 (Tr= 19,15 mn) correspond a la
naringinine,

pour les composés phénoliques de Béni Saf, 15 flavonoides sont obtenus en
automne, 10 en hiver, 19 au printemps et en été. En printemps, le composé 5 (Tr=
9,50) correspond a la catéchine et le composé 6 (Tr= 10,52 mn) correspond a la
naringine. En été, le composé 10 (Tr= 23,68 mn) correspond a la diosmétine et le
composeé 16 (Tr= 29,73) correspond a la diosmine. Les pics obtenus en automne et
en hiver ne correspondent a aucun standard flavonoique,

pour les composés phénoliques de Ain Skhouna, 20 flavonoides sont caractérisés
en automne, 15 en hiver et 23 au printemps et en été. Avec un temps de rétention de
27,64 min la nobilétine est probablement présente en automne (composé 17), au
printemps (composé 18) et en le été (composé 20). En hiver, le composé 13 (Tr=
29,73 mn) correspond a la diosmine. En été, le composé 11 (Tr= 19,15 mn)
correspond a la naringinine et le composé 13 (Tr= 22,12 mn) correspond au
kaempférol.
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Figure 24 : Profil saisonnier du chromatogramme CLHP des flavonoides (A= 370 nm) extraits des feuilles du mont de Tessala.
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Tableau 30 : Variation saisonniére (temps de rétention et aires des pics) des flavonoides extraits des feuilles du mont de Tessala.

Résultats et discussion

Mont de Tessala

Automne Hiver Printemps Eté
Comp. Tr Airesdespics % Comp. Tr Airesdespics % Comp. Tr Airesdespics % Comp. Tr Airesdespics %
1 6,33 12081991 5,45 1 6,29 6836758 2,75 1 6,30 29905898 4,51 1 7,07 49579980 8,61
2 8,14 75735888 36,16 2 8,10 34412172 13,88 2 7,78 5882052 0,88 2 8,56 7872061 1,36
3 8,89 24076678 10,86 3 8,49 31900580 12,87 3 8,11 187372528 28,3 3 8,93 87246112 15,16
4 9,76 5347870 2,41 4 9,12 3481776 1,40 4 8,48 9734122 1,47 4 9,50 14854848 2,58
5 11,29 3444761 1,55 5 21,62 4987966 2,01 5 8,88 162378752 24,53 5 9,72 90163144 15,66
6 21,61 2147550 0,96 6 22,69 9334179 3,76 6 9.50 10902805 1,64 6 10,52 11214837 1,94
7 22,68 9221208 4,16 7 24,29 2887754 1,16 7 10,52 15160122 2,29 7 11,64 8304266 1,44
8 25,73 4976370 2,24 8 25,73 6467637 2,60 8 11,27 18523884 2,79 8 12,10 12008341 2,08
9 26,31 13124224 5,92 9 26,31 14649820 5,91 9 12,59 17906100 2,7 9 13,43 3220145 0,55
10 27,13 37971692 17,13 10 27,12 38943092 15,71 10 15,19 4687992 0,7 10 16,43 1558774 0,27
11 28,63 6742229 3,04 11 27,44 4053624 1,63 11 17,12 2257075 0,34 11 21,93 45391436 7,88
12 29,21 2090237 0,94 12 28,62 22000378 8,87 12 18,91 3039283 0,45 12 22,89 66185712 11,5
13 29,73 3731374 1,68 13 29,21 8247387 3,32 13 20,69 2816525 0,42 13 24,34 3191149 0,55
14 31,42 1471524 0,66 14 29,73 31067018 12,53 14 21,66 15269525 2,30 14 26,25 37016884 6,34
15 32,14 11197424 5,05 15 31,84 28586656 11,53 15 22,12 61088732 9,22 15 27,08 88010176 15,29
16 33,09 8285473 3,73 16 23,68 2736101 0,41 16 27,30 16736547 2,9
17 24,71 14231222 2,15 17 28,06 15956112 2,77
18 25,75 8769705 1,32 18 29,73 5335349 0,92
19 26,34 14253601 2,15 19 30,22 3851720 0,66
20 27,16 58506700 8,83 20 31,60 5375870 0,93
21 2764 8929539 1,34 21 32,21 2368912 0,41
22 28,22 7529821 1,13
Comp. : composé ; Tr : temps de rétention.

Page 128



CHAPITRE IlI

Résultats et discussion

100 0.175

(1)

0.150
0.125
0.100
50

20.075

100

5
100 0.35
0.30 |
0.25
0.20 |

50
? 0.15

§ 0.10-
&

0.05 |

20 25

Minutes

Chromatogram

20 25

Minutes

\ o-
a0
100 |
50
[
\ 0-
a0

0.35

0.30

0.15

0.10

Chromatogram

0.60
0.55
0.50 |
0.45
0.40 |
0.35
0.30
0.25
0.20
0.15
0.10
0.05 |

(4)

10 15 20 25 30 35 40

Chromatogram

10 15 20 25 30 35 40

Minutes

Figure 25 : Profil saisonnier du chromatogramme CLHP des flavonoides (A= 370 nm) extraits des feuilles de la forét domaniale de M'sila

(1) : Automne ; (2) : Hiver ; (3) : Printemps ; (4) : Eté.

Page 129



CHAPITRE Il Résultats et discussion

Tableau 31 : Variation saisonniére (temps de rétention et aires des pics) des flavonoides extraits des feuilles de la forét domainiale de M’sila.

Forét domaniale de M’sila

Automne Hiver printemps Eté

Comp. Tr Airesdespics % Comp. Tr Airesdespics % Comp. Tr Airesdespics % Comp. Tr Airesdespics %

1 6,14 15346132 7,46 1 6,20 32705598 5,63 1 6,51 56325544 8,18 1 6,55 38009140 3,49
2 8,10 90161672 43,88 2 7,62 14649278 2,52 2 7,82 16650434 2,41 2 8,35 264142976 24,29
3 8,56 2875862 1,39 3 8,07 165091904 28,43 3 8,27 175830672 25,53 3 9,15 275275712 25,31
4 8,85 27014732 13,14 4 8,48 47222164 8,13 4 8,70 82282672 11,95 4 10,03 15832342 1,45
5 9,77 6724516 3,27 5 8,83 73340424 12,62 5 9,05 103373648 15,01 5 11,61 58836796 5,41
6 11,32 2475647 1,2 6 9,50 7892074 1,35 6 9,50 13244701 1,92 6 12,22 23050376 2,11
7 15,64 413205 0,2 7 10,52 10044358 1,72 7 10,91 15342076 2,22 7 12,94 48948608 4,5
8 21,56 2361328 1,14 8 11,20 9648570 1,66 8 11,44 14917092 2,16 8 15,52 10624484 0,97
9 22,68 7208678 3,5 9 12,52 1112577 0,19 9 12,78 3421006 0,49 9 17,67 4072051 0,37
10 25,74 5429162 2,64 10 17,25 2310698 0,39 10 15,62 2316331 0,33 10 19,15 8657192 0,79
11 26,31 8673987 4,22 11 20,54 1379662 0,23 11 17,65 2284803 0,33 11 20,97 7805208 0,71
12 27,14 19837264 9,65 12 21,54 11828845 2,03 12 21,67 12669117 1,84 12 21,90 24158822 2,22
13 27,37 5110707 2,48 13 22,61 43302064 7,45 13 23,68 58776324 8,53 13 22,96 89257632 8,2
14 28,63 4260966 2,07 14 23,06 2912922 0,5 14 24,32 4891454 0,71 14 23,37 7065799 0,64
15 28,85 4224295 2,05 15 24,23 4229241 0,72 15 2573 10150455 1,47 15 2481 31126876 2,86
16 29,73 2644591 1,28 16 24,94 4881783 0,84 16 26,32 14467717 2,1 16 25,78 10099455 0,92
17 31,43 695954 0,33 17 25,69 9793804 1,68 17 27,15 51767400 7,51 17 26,34 16501709 151

18 26,28 15423466 2,65 18 27,64 13942496 2,02 18 27,15 72595248 6,67

19 27,07 59588884 10,26 19 28,21 10040117 1,45 19 2764 24860620 2,28

20 27,34 10427235 1,79 20 29,20 3717404 0,53 20 28,17 6853913 0,63

21 28,13 8341949 1,43 21 29,73 5936633 0,86 21 32,17 33148310 3,04

22 28,59 3757120 0,64 22 30,38 5980729 0,86 22 33,14 16507107 151

23 29,18 2323654 0,4 23 33,62 10187497 1,47

24 29,72 5061487 0,87

25 30,33 3331095 0,57

26 31,76 20134366 3,46

27 33,01 9952744 1,71

Comp. : composé ; Tr : temps de rétention.
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Figure 26 : Profil saisonnier du chromatogramme CLHP des flavonoides (A= 370 nm) extraits des feuilles de Béni Saf.

(1) : Automne ; (2) : Hiver ; (3) : Printemps ; (4) : Eté.
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Tableau 32 : Variation saisonniére (temps de rétention et aires des pics) des flavonoides extraits des feuilles de Béni Saf.

Béni Saf
Automne Hiver Printemps Eté

Comp. Tr Airdepic % Comp. Tr Airdepic % Comp. Tr Airdepic % Comp. Tr Airdepic %
1 6,06 6949871 1,66 1 7,95 3263698 1,29 1 6,17 10720442 2,62 1 6,07 7070487 3,49
2 7,78 568554 0,13 2 8,57 1396238 0,55 2 8,04 29393344 7,20 2 7,73 2220732 1,09
3 7,99 38594656 9,25 3 8,75 2931529 1,16 3 8,37 3027185 0,74 3 7,99 32225512 15,93
4 8,66 54540808 13,08 4 22,05 2833429 1,12 4 8,78 29222240 7,16 4 8,25 5122014 2,53
5 10,94 5945571 1,42 5 22,94 7845449 3,12 5 9,50 10778484 2,64 5 8,71 34836104 17,22
6 11,58 2336516 0,56 6 27,02 35686756 14,2 6 10,52 6310200 1,54 6 11,01 4114508 2,03
7 12,23 10703038 2,56 7 29,15 6187816 2,46 7 11,15 10920642 2,67 7 12,32 5822462 2,87
8 21,25 9376809 2,24 8 29,61 8399379 3,34 8 15,49 417402 0,1 8 21,44 10327795 5,1
9 22,26 24202902 5,8 9 31,40 78022368 31,05 9 21,49 4580021 1,12 9 22,47 21531658 10,64
10 24,48 4635896 1,11 10 32,6 104668208 41,66 10 22,51 9203505 2,25 10 23,68 1184212 0,58
11 26,23 9976988 2,39 11 26,29 45785376 11,22 11 24,54 3391849 1,67
12 26,95 65425184 15,69 12 27,05 88672720 21,73 12 26,22 7106583 3,51
13 28,00 7189133 1,72 13 28,51 29938148 7,33 13 27,00 40364684 19,96
14 30,07 46749968 11,21 14 29,68 16132563 3,95 14 27,10 6534893 3,23
15 32,45 129760184 31,12 15 30,26 20126446 4,93 15 29,15 2189237 1,08
16 30,82 23584584 5,78 16 29,73 3006570 1,48

17 31,78 38552044 9,44 17 31,64 2415187 1,19

18 32,22 27127960 6,64 18 32,25 4557337 2,25

19 33,04 3519875 0,86 19 32,80 8180713 4,04

Comp. : composé ; Tr : temps de rétention.
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Figure 27 : Profil saisonnier du chromatogramme CLHP des flavonoides (A= 370 nm) extraits des feuilles de Ain Skhouna.

(1) : Automne ; (2) : Hiver ; (3) : Printemps ; (4) : Eté.
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Tableau 33 : Variation saisonniére (temps de rétention et aires des pics) des flavonoides extraits des feuilles de Ain Skhouna.

Ain Skhouna
Automne Hiver Printemps Eté
Comp. Tr Airesdespics % Comp. Tr Airesdespics % Comp. Tr Airesdespics % Comp. Tr Airesdespics %

1 6,32 9581967 2,88 1 6,23 5434479 3,40 1 6,47 30850828 7,22 1 6,06 7297654 1,49
2 8,13 86641096 26,09 2 8,10 47566048 29,80 2 7,04 4542742 1,06 2 7,74 4585540 0,93
3 8,44 9754802 2,93 3 8,97 1401149 0,87 3 8,16 109092584 25,53 3 8,18 81346048 16,66
4 8,89 79839720 24,04 4 17,29 3545550 2,22 4 8,62 4309248 1 4 8,05 8358788 1,71
5 11,31 12380117 3,72 5 21,61 3191704 1,99 5 8,94 44064164 10,31 5 9,01 84641152 17,34
6 12,59 18184212 5,47 6 22,68 10643363 6,66 6 9,81 11054054 2,58 6 11,51 14438880 2,95
7 17,39 936306 0,28 7 23,74 5065525 3,17 7 10,81 6561479 1,53 7 12,13 7870296 1,61
8 18,89 1625479 0,48 8 26,30 14028359 8,78 8 11,37 9495229 2,22 8 12,87 23425722 4,8
9 20,75 1828608 0,55 9 27,13 24329512 15,24 9 15,64 2181084 0,51 9 15,53 4964125 1,01
10 21,64 8361350 2,51 10 27,39 3514171 2,2 10 17,56 3966545 0,92 10 17,65 4701271 0,96
11 22,74 29370764 8,84 11 28,63 6594263 4,13 11 21,70 6056965 1,41 11 19,15 2238779 0,45
12 23,14 753476 0,22 12 29,21 3014187 1,88 12 22,78 14666270 3,43 12 21,05 2009396 0,41
13 24,70 8619896 2,59 13 29,73 4690050 2,93 13 23,72 3914429 0,91 13 22,12 8490413 1,73
14 25,74 6226792 1,87 14 31,90 16926980 10,6 14 24,35 3693083 0,86 14 22,96 28455434 5,83
15 26,32 11174959 3,36 15 32,89 9654992 6,04 15 25,75 11385262 2,66 15 23,38 1675800 0,34
16 27,16 35634804 10,73 16 26,33 20068808 4,69 16 24,76 10186051 2,08
17 27,64 3826124 1,15 17 27,16 51149436 11,97 17 25,73 7557942 1,54
18 28,64 4312696 1,29 18 27,64 6671311 1,56 18 26,32 13291405 2,72
19 29,24 1331633 0,40 19 28,62 15430462 3,61 19 27,15 32773960 6,71
20 32,50 1592583 0,47 20 29,20 5355941 1,25 20 2764 6653756 1,36

21 29,78 10028454 2,34 21 28,62 12016359 2,46

22 30,39 8886124 2,08 22 30,23 94510616 19,36

23 32,52 43732160 10,23 23 32,06 26491688 5,42

Comp. : composé ; Tr : temps de rétention.
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[11.1.2. Activités biologiques des flavonoides

111.1.2.1. Activités antimicrobiennes

l11.1.2.1.A. Test préliminaire : pouvoir antimicrobien des flavonoides extraits

des feuilles de M. vulgare en provenance du mont de Tessala

111.L1.2.1.A.1. Rendements des extractions

Les différents extraits obtenus aprés lyophilisation ont été pesés pour déterminer le
poids sec résultant. Les rendements ont été déterminés par rapport au poids total de la
matiére végétale réduite en poudre (feuilles de M. vulgare) et par rapport a l'extrait
méthanolique (I'extrait brut). Ces rendements ainsi que l'aspect et la couleur de chaque
extrait sont représentés dans le tableau 34.

Tableau 34 : Aspects, couleurs et rendements des diverses fractions flavonoiques extraites

EBr :

des feuilles en provenance du mont de Tessala.

Extraits Rendements % Rendements %

Aspects Couleurs

flavonoiques (au broyat) (a EBr)
EBr Pateux  vert foncé 325% 100 %
EHx Huileux  vert foncé 13,5% 20,76 %
ECh Huileux marron clair 10,5 % 16,15 %
EAcC Poudre vert jaunétre 12,5 % 19,23 %
EAqQ Huileux vert clair 7% 10,76 %

extrait brut; EHx : extrait héxanique ; ECh : extrait chloroformique ; EAc : extrait d’acétate

d’éthyle ; EAqQ : extrait aqueux

Les résultats obtenus montrent que :

les extraits flavonoiques obtenus présentent différents aspects : pateux, huileux et
poudreux, de diverses couleurs : vert foncé, marron clair, vert jaunatre et vert clair,

parmi les différentes fractions de I'extrait brut, 'extrait EHx représente le rendement le
plus élevé (13,5 %) par rapport au poids total des feuilles, suivi par 'EAc (12,5 %),
puis 'ECh (10,5 %) et enfin TEAq (7 %),

la méme constatation est faite lors de la comparaison des rendements des différents
extraits par rapport a I'extrait brut (qui représente 32,5 % par rapport au poids total
des feuilles). Ces rendements sont de 20,76 %, 19,23 %, 16,15 % et 10,76 % pour
FEHXx, 'EAc, 'ECh et TEAq respectivement,

la somme des pourcentages des quatre extraits par rapport a I'extrait brut est de
66,90 %. Etant donné le nombre assez élevé de lavages effectués pour la séparation
des trois fractions (TEHx, 'EAc et 'ECh), le fractionnement de l'extrait brut peut
conduire a des pertes substantielles de matiére, ces pertes représentent 33,10 %.
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I11.1.2.1.A.2. Criblage phytochimique

Le criblage phytochimique basé sur des tests spécifiques a permis de caractériser

guelques familles de composés phénoliques existant dans les extraits flavonoiques des
feuilles de M. vulgare. Les résultats des tests sont regroupés dans le tableau 35 :

Tableau 35 : Screening phytochimique des extraits flavonoiques obtenus des feuilles du

mont de Tessala.

Composés caractérisés Extraits flavonoiques
EBr ECh EAc EAq EHx
Polyphénols +++ A+t HHE
Flavonoides +++ +++ -+ 4+
Tanins condensés + - - - -
Tanins hydrolysables + - - - -
Flavanes +++ - - 4+
Anthocyanes - - - - -
Flavanols +++  H++ - -+
Proanthocyanidols - - - - -
Coumarines - - - - -

+++ : réaction franchement positive, + : réaction positive, - : réaction négative.

Les tests du screening phytochimique font ressortir les résultats suivants :

la présence des polyphénols et des flavonoides dans tous les extraits,
I'EBr est le seul extrait qui contient des tanins condensés et hydrolysables,
les flavanes sont présents dans 'EBr, 'EHx et 'EAc,

la présence des flavanols dans I'EBr, 'ECh et 'EHX,

nous avons noté labsence des anthocyanes, des proanthocyanidols et des
coumarines dans tous les extraits flavonoiques,

111.1.2.1.A.3. Tests antimicrobiens

.1.2.1.A.3.1. Test de sensibilité des souches vis-a-vis des

antibiotiques et des antifongiques commercialisés

L'utilisation des antibiotiques et des antifongiques commercialisés a induit sur les

souches microbiennes utilisées des zones d’inhibition de la croissance (Tab. 36, PI. VI), dont

les diamétres permettent d’établir un antibiogramme et un antifongigramme, a partir
desquels sont classées les souches microbiennes selon leur sensibilité.

Les souches microbiennes choisies ne manifestent aucune résistance vis-a-vis des

antifongiques et des antibiotiques commercialisés. Elles sont soit intermédiaires soit

sensibles. Concernant les antibiotiques :

la piperacilline (PIP) est I'antibiotique le plus actif vis-a-vis des souches bactériennes
testées qui se sont révélées sensibles. Nous avons enregistré des zones d’inhibitions

Page 136



CHAPITRE Il Résultats et discussion

de 37,6 mm, 30,3 mm, 25 mm et 24,3 mm contre respectivement B. cereus, S.
aureus, E. coli et P. aeruginosa,

- la kanamicine (K) est moyenement active présentant des zones d’inhibitions
hétérogénes : 21,3 mm, 16 mm, 15,6 mm et 7,6 mm vis-a-vis de S. aureus, E. coli,
B. cereus et P. aeruginosa. Les trois premiéres souches se sont avérées sensibles,
tandis que la derniére a montré une sensibilité intermédiaire,

- lampicilline (AMP) est le moins actif parmi les antibactériens utilisés, enregistrant une
faible zone d’inhibition de 5,6 mm contre P. aeruginosa et S. aureus, 6,3 mm contre
B. cereus classant ainsi ces trois bactéries comme intermédiaires. En revanche, |l
présente un effet marquant contre E. coli qui s’est avérée sensible avec une zone
d’inhibition de 17,6 mm,

Pour les antifongiques :

- le nitrate d*éconazole (N) est le plus actif des antifongiques testés, il présente les
diameétres d’inhibitions les plus importants, a savoir 35,3 mm et 37,6 mm contre A.
niger et P. digitatum respectivement. Ces deux champignons ont montré une
remarguable sensibilité vis-a-vis de cet antifongique,

- l'amphotéricine B2 (AMB2) présente des zones d’inhibitions importantes, avec 22,6
mm contre A. niger et 20,6 mm contre P. digitatum. Les deux souches fongiques
testées se sont révélées sensibles a TAMB2,

- lamphotéricine B1 (AMB1) et 'amphotéricine B3 (AMB3), quant a eux, sont les
antifongiques les moins actifs sur les deux champignons testés qui ont manifestés
une sensibilité intermédiare ; ils ont induit des zones d’inhibitions ne dépassant pas
les 8 mm chacun contre A. niger et P. digitatum

Tableau 36 : Diamétres des zones d’inhibition en mm (moyenne + écart-type) et sensibilité
des souches microbiennes vis-a-vis des antibiotiques et des antifongiques commercialisés.

Diamétres des zones d’inhibition et sensibilité
Antibiotiques ug/mi P. aeruginosa B. cereus S. aureus E. coli
D S D S D S D S
PIP 100 | 243+15 + 376+15 + 303+15 + 25+26 +
AMP 10 5615 + 63%+11 +* 56+11 =+ 176%1,1 +
K 30 76+05 + 156+2,0 + 213+20 + 1617 +
. . A. niger P. digitatum
Antifongiques | Hg/ml 5 S 5 s
AMB1 100 63+1,1 + 8,0x+1,0 *
AMB2 50 226+2,0 + 206 +2,0 +
AMB3 20 70+2,0 + 73+0,5 +
N 20 353+£35 + 37615 +

AMP : ampicilline; K: kanamycine ; PIP: pipéraciline; AMB1: amphotéricine B1; AMB2
amphotéricine B2 ; AMB3 : amphotéricine B3 ; N : nitrate d’éconazole ; D : diametre de la zone
d’inhibition ; S : sensibilité ; + : sensible ; £ : intermédiaire.
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Planche VI : Photos des tests de sensibilité des souches microbiennes vis-a-vis des
antibiotiques et des antifongiques commercialisés.

™

™
.

Antibiotiques B. cereus

Antifongiques P. digitatum Antifongiques A. niger
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1.L1.2.1.A.3.2. Sensibilité des souches microbiennes vis-a-vis des

extraits flavonoiques

La méthode de diffusion en milieu solide ou de disque a pour but d’étudier l'activité

antimicrobienne des différents extraits flavonoiques vis-a-vis des souches microbiennes

testées. Elle permet d’obtenir les résultats résumés dans le tableau 37 et représentés par la

planche VII.

Tableau 37 : Diamétres des zones d’inhibition en mm (moyenne + écart-type),

concentrations minimales inhibitrices (ug/ml) et sensibilité des souches microbiennes.

Extraits
flavonoiques

Diamétres des zones d’inhibition (en mm), concentrations minimales inhibitrices
(en pg/ml) et sensibilité des souches

?Ej, Bactéries Champignons
= | P. aeruginosa B.cereus S. aureus E. coli A. niger P. digitatum
D S D S D S D S D S D S
100| 16,0+1,0 + 316+25 + 270+20 + 160+1,7 +|156+20 + 193+15 +
80 |116+11 + 200+1,7 + 180+10 + 116+1,1 +|126+1,1 + 123+15 +
EBr 60| 76+05 + 156+11 + 93+21 + 83+11 +|96+11 + 76+11 +
40 0 - 123+15 + 0 - 0 - 0 - 0 -
20 0 - 83+x15 # 0 - 0 - 0 - 0 -
CMI =50 CMI = 6,25 CMI =50 CMI =50 CMI =50
100| 153+15 + 240+45 + 296+15 + 180+10 +|133+20 + 173+20 +
80 | 11,3+15 + 223+15 + 236+15 + 153+15 +|80+1,7 + 1033+1,1 +
EHix 60 0 - 173+20 + 120+1,0 + 10,0+1,0 + 0 - 76+11 %
40 0 - 116+11 + 86%15 =+ 0 - 0 - 0 -
20 0 - 53+x15 + 0 - 0 - 0 - 0 -
CMI = 6,25 CMI =25 CMI =50 CMI =50
100| 12,3+2,0 + 136+15 + 11,0+10 + 143+05 +| 116+2 + 1533+15 +
80| 86+15 + 93+15 + 76+05 + 113+05 + 0 - 106+15 +
ECh | 60 0 63+11 =+ 0 - 0 - 0 - 0 -
40 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
20 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
100| 110+10 + 173+#20 + 153+23 + 113+15 +|96+1,1 + 130+1,7 +
80 0 - 136+15 + 120+1,7 + 0 - 0 - 83+11 +
EAc | 60 0 - 103+15 + 86%15 =+ 0 - 0 - 0 -
40 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
20 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
CMI =50
100| 12,3+1,1 + 176+1,1 + 166+15 + 133+1,1 +|103+15 + 113+25 +
80 0 - 133+20 + 116+11 + 106+1,1 + 0 - 0 -
EAq | 60 0 - 110+26 + 80%17 = 0 0 - 0 -
40 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
20 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 -
CMI =50 CMI =50
D: diamétre; S: sensibilité; EBr: extrait brut; EHx: extrait héxanique; ECh: extrait
chloroformique ; EAc : extrait d’acétate d’éthyle ; EAQ : extrait aqueux ; - : résistante ; - : sensible ; +:

intermédiaire, CMI : concentration minimale inhibitrice.
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Planche VIl : Photos du test préliminaire de I'activité antimicrobienne des flavonoides
extraits des feuilles en provenance du mont de Tessala.

B. cereus

100 gy
EHx B. cereus

(]
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Les résultats regroupés dans le tableau ci-dessus montrent que 'ensemble des extraits
présentent une activité antibactérienne importante, essentiellement avec 'EBr et 'EHX, et a
un degré moindre 'EAQ. Les tests réalisés permettent de tirer les conclusions suivantes :

- les différentes concentrations de I'EBr présentent une importante activité sur B.
cereus et S. aureus. Ces deux bactéries se sont montrées le plus souvent sensibles a
cet extrait donnant des diamétres d’inhibitions comprises entre 8,3 mm et 31,6 mm.
En revanche, 'EBr est moins actif sur E. coli et P. aeruginosa enregistrant des
diameétres d’inhibitions ne dépassant pas les 16 mm,

- TEHx avec ses différentes concentrations, enregistre un effet considérable sur
B. cereus et S. aureus. Ces deux souches se sont avérées le plus souvent sensibles
donnant ainsi des diamétres d’inhibitions allant de 5,3 mm a 29,6 mm ; ce dernier
diametre étant le plus éleveé vis-a-vis de S. aureus. P. aeruginosa et E coli se sont
montrées beaucoup plus résistantes a 'EHx par rapport aux deux premiéres
souches enregistrant des diamétres d’inhibitions ne dépassant pas les 18 mm,

- T'EAq présente une activité importante sur B. cereus et S. aureus enregistrant des
zones d’inhibitions avec des diamétres compris entre 8 mm et 17,6 mm. En
revanche, il présente une activité moins importante sur P. aeruginosa et E. coli qui se
sont avérées le plus souvent sensibles, a 'exception des deux concentrations de 80
pg/ml et 100 pg/ml qui ont manifesté des diameétres de 10,6 mm, 12,3 mm et 13,3
mm,

- TECh est plus actif sur E. coli aux concentrations de 80 pg/ml et 100 pg/ml
enregistrant des diamétres d’inhibition respectifs de 11,3 mm et 14,3 mm. B. cereus
est qualifié dans la majorité des tests résistant et intermédiaire a 'ECh ayant induit
des zones d’inhibition avec des diamétres compris entre 6,3 mm et 13,6 mm. Cet
extrait est moins actif sur P. aeruginosa et S. aureus avec des diametres compris
entre 7,6 mm et 12,3 mm enregistrés avec ses deux plus fortes concentrations (80
pg/ml et 100 pg/ml),

- T'EAc a montré l'activité antibactérienne la plus faible sur E. coli et P. aeruginosa par
rapport aux autres extraits flavonoiques testés donnant ainsi des diamétres ne
dépassant pas les 11,3 mm. Par contre, cet extrait présente une activité plus
importante sur B. cereus et S. aureus qui se sont avérées sensibles dans la majorité
des tests avec des diamétres d’inhibitions allant de 8,6 mm a 17,3 mm,

- Tactivité inhibitrice la plus forte est enregistrée par 'EBr et 'EHx sur B. cereus (CMI =
6,25 pg/ml). Une CMI de 25 pg/ml est enregistrée par 'EHx sur S. aureus. Toutes les
autres CMI sont évaluées a 50 pg/ml, c’est le cas de 'EBr sur P. aeruginosa, 'EAc et
'EAqQ sur B.cereus, I'EBr et 'TEAq sur S. aureus, I'EBr et 'EHx sur E. coli.

Comme pour l'activité antibactérienne, 'EBr et 'lEHx se sont avérés les deux extraits
flavonoiques les plus actifs vis-a-vis des souches fongiques testes. Les résultats des tests
antifongiques montrent que :
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- pour P. digitatum, 'EBr et FEHx se sont avérés les deux extraits les plus actifs aux
concentrations de 60 ug/ml, 80 ug/ml et 100 pug/ml ou nous avons enregistré des
zones d’inhibitions dont les diamétres sont compris entre 7,6 mm et 19,3 mm. Ces
diamétres classent ce champignon comme intermédiaire et sensible a ces deux
extraits flavonoiques. L’ECh et 'EAc enregistrent aux fortes concentrations (80 pg/ml
et 100 pg/ml) des diamétres d’inhibitions allant de 8,3 mm et 1533 mm. Ce
champignon s’est montré sensible a 'EAq dans la majorité des tests ; excepté a 100
ug/ml ou il a été sensible avec un diamétre de 11,3 mm,

- pour A. niger, 'EBr a des concentrations de 60 pg/ml, 80 pg/ml et 100 pg/ml et 'EHx
a 80 pg/ml et 100 pg/ml, présentent les activités les plus importantes avec des
diamétres d’inhibitions compris entre 8 mm et 15,6 mm. L’ECh, 'EAq et 'EAc se sont
avérés les moins actifs enregistrant des diametres respectifs de 11,6 ; 10,3 et 9,6 mm
a une concentration de 100 pg/ml,

- une concentration minimale inhibitrice de 50 pg/ml est notée pour les deux extraits
EBr et EHXx vis-a-vis de P. digitatum.

I1.1.2.1.A.3.3. Classement des souches microbiennes et des extraits
flavonoiques
Pour mieux interpréter les résultats de la sensibilité des souches microbiennes testées
vis-a-vis des extraits flavonoiques, les souches microbiennes ont été classées selon leurs
sensibilités (Tab. 38).
Tableau 38 : Classement des extraits flavonoiques de M. vulgare en provenance du mont de
Tessala selon leurs effets antimicrobiens et des souches microbiennes selon leurs

sensibilités.
Sensibilité
Résistante (-) Intermédiaire (£) Sensible (+) Totaux
N % N % N % N %
Type du test et de souches Extraits
c EBr 6 30 4 20 10 50 20 100
L5 EHXx 6 30 2 10 12 60 20 100
88 ECh 11 55 3 15 6 30 20 100
= EAC 12 60 1 5 7 35 20 100
© EAq 11 55 1 5 8 40 20 100
© EBr 4 40 2 20 4 40 10 100
g EHXx 6 60 1 10 3 30 10 100
§g ECh 7 70 0 0 3 30 10 100
"(E EAc 7 70 1 10 2 20 10 100
EAq 8 80 0 0 2 20 10 100
Souches microbiennes
P. aeruginosa| 16 64 2 8 7 28 25 100
Bactéries B. cereus 6 24 3 12 16 64 25 100
S. aureus 10 40 5 20 10 40 25 100
E. coli 14 56 1 4 10 40 25 100
Champignons A. niger 18 72 1 4 6 24 25 100
P. digitatum 14 56 3 12 8 32 25 100

N : nombre de tests.
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Il ressort de ces résultats que :

la bactérie la plus résistante est P. aeruginosa avec un pourcentage de 64 % des
tests, suivi successivement par E. coli avec 56 %, S. aureus avec 40 % et B. cereus
avec 24 %,

la bactérie la plus sensible est B. cereus avec un taux de 64 % suivi par S. aureus et
E. coli avec 40 % chacune et enfin P. aeruginosa avec 28 %,

A. niger. est le champignon le plus résistant vis-a-vis des extraits flavonoiques utilisés
avec un taux de 72 % des tests réalisés, suivi par P. digitatum avec 56 %,

du point de vue sensibilité, P. digitatum est le plus sensible avec un pourcentage de
32 % des essais, a 'opposé A. niger n’a présenté qu’un taux de sensibilité de 24 %.

De méme, les différents extraits flavonoiques testés, eux aussi, ont été répartis selon
leurs effets antibactériens et antifongiques (Tab. 38). Ces résultats nous révelent que :

I'EBr et 'EHx sont les deux extraits flavonoiques qui ont enregistré les plus forts taux
de tests sensibles avec respectivement 50 % et 60 % vis-a-vis des souches
bactériennes ; 40 % et 30 % vis-a-vis des souches fongiques. Les trois extraits
flavonoiques restants sont moins actifs enregistrant des taux respectifs de 40 %, 35
% et 30 % de tests sensibles pour 'EAq, 'EAc et 'EAgq contre les souches
bactériennes ; et des pourcentages de 20 % de tests sensibles pour TEAqQ et 'EAc,
30 % pour 'ECh contre les souches fongiques,

concertant la résistance des bactéries, 'EAc était le moins actif avec 60 % des tests
résistants suivi respectivement par 'lEAq et 'lECh avec 55 % chacun, 'EBr et 'EHx
avec 30 % chacun. Pour la résistance des champignons, EAq est I'extrait flavonoique
le moins actif avec 80 % des tests, suivi respectivement par 'EAc et 'TECh avec 70 %
chacun, 'EHx avec 60 % et enfin 'EBr avec 40 %,
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[11.1.2.1.B. Variation du pouvoir antimicrobien des flavonoides extrait des
feuilles de M. vulgare en fonction de la localité d’échantillonnage

111.1.2.1.B.1. Rendements en extraits flavonoiques

Les pourcentages relatifs aux différents rendements calculés par rapport au broyat
(poudre des feuilles) et a I'extrait méthanolique (EBr), ainsi que les caractéristiques (aspects
et couleurs) des extraits flavonoiques obtenus des feuilles de M. vulgare de trois localités
d’échantillonnage sont synthétisés dans le tableau 39.

Tableau 39 : Aspects, couleurs et rendements des diverses fractions flavonoiques extraites
des feuilles des trois localités d’échantillonnage.

" . 0 0
déchantillonnage flavonoigues ASPECts  Couteurs U CEamn Ko SEen

TEBr Pateux  vert foncé 29,5 100

) =z TEHx huileux  vert clair 9,25 31,35

€ TECh Pateux marron clair 4,5 15,25

§ e TEAC Pateux vert jaunatre 7,5 25,42

TEA(q huileux vert clair 2,6 8,81

© MEBr Pateux  vert foncé 19,25 100

= 'TEU % MEHXx huileux  vert clair 38 19,74

5 C8s MECh poudre  marron clair 2,1 10,90

- E 3 MEAc poudre  vert foncé 4,5 23,37

MEAq huileux vert clair 1,4 7,27

SEBr Pateux  vert foncé 22,5 100

g SEHx huileux vert clair 3,2 14,22

E é SECh huileux marron foncé 4,1 18,22

%) SEAC huileux  vert foncé 53 23,55

SEAqQ huileux vert clair 2,5 11,11

T: Tessala; M: Msila; S: Skhouna; EBr: extrait brut; EHx : extrait héxanique ; ECh : extrait
chloroformique ; EAc : extrait d’acétate d’éthyle ; EAQ : extrait aqueux.

Les résultats ci-dessus montrent que :

- les extraits flavonoiques des différentes localités d’échantillonnage présentent divers
aspect : pateux, huileux et poudreux. Ces extraits présentent diverses couleurs : vert
clair, vert foncé, marron clair et marron foncé.

- par rapport aux broyats (feuilles de M. vulgare), 'EBr présente toujours le rendement
d’extraction le plus élevé. Il est évalué a 29,5 % pour le mont de Tessala (TEBr),
19,25 % pour la forét domaniale de M'sila (MEBr) et 22,5 % pour Ain Skhouna
(SEBr). Cet extrait est suivi respectivement par : TEHx (9,25 %), TEAc (7,5 %) et
TECh (4,5 %) dans le mont de Tessala ; MEAc (4,5 %), MEHx (3,8 %) et MECh (2,1
%) dans la forét domaniale de M’sila ; SEAc (5,3 %), SECh (4,1 %) et SEHXx (3,2 %) a
Ain Skhouna. EAq enregistre constamment le rendement le plus faible en flavonoides
avec des pourcentages de : 2,6 % (TEAQ) 1,4 % (MEAQ) et 2,5 % (SEAQ),
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- par rapport a 'EBr, les rendements des extraits flavonoiques sont de : 31,35 %, 25,42
%, 15,25 % et 8,81 % pour TEHx, TEAc, TECh et TEAQ respectivement, 23,37 %,
19,74 %, 10,90 et 7,27 % pour MEAc, MEHX, MECh et MEAQ respectivement, 23,55
%, 18,22 %, 14,22 % et 11,11 % pour SEAc, SECh, SEHx et SEAQ respectivement,

- la somme des pourcentages des quatre extraits flavonoiques obtenus a partir de
'EBr est de 80,90 %, 51,28 % et 67,1 % dans le mont de Tessala, la forét domaniale
de M’sila et Ain Skhouna respectivement. Vu le nombre élevé de lavages effectués
pour la séparation des trois fractions (EHx, ECh et EAc), le fractionnement de I'extrait
brut peut conduire a des pertes substantielles de matiére, ces pertes sont de 19,1 %,
48,72 % et 32,9 % dans le mont de Tessala, la forét domaniale de M'sila et Ain
Skhouna respectivement.

111.1.2.1.B.2. Screening phytochimique

Le screening phytochimique effectué avait pour objectif d’'une part la mise en évidence
de diverses classes phénoliques présentes dans nos extraits flavoniques, et d’autre part de
tirer d’éventuelles différences existantes entre les trois localités d’échantillonnage. Les
résultats sont détaillés dans le tableau 40.

Tableau 40 : Criblage phytochimique des extraits flavonoiques des trois localités
d’échantillonnage.

Localités Extraits Composés phénoliques caractérisés
d’échantillonnage | flavonoiques |POL |FLV|TC|TH|FLA|ANT|FLO|PRO|COUM
TEBR +++ | 4+ |+ | | ++ - + - -
S TEHX ++ ++ - - - - ++ - _
©®
c & TECH o T e - } . .
O
= & TEAC 4+ |+ | - - + - + - -
TEAQ + ++ | - - - - + R .
MEBR +H+ |+ | - | |+ - - - -
.5 MEHX FIFIS PR I . . .
@ = ¥
S g s MECH ++ | ++ | - | - - - - R .
R MEAC R PO S I R T T .
MEAQ + ++ | - | - - - - - -
SEBR B I I - - - - - - -
e SEHX P T .
c >
< S SECH ++ | ++ | - | - - - - - _
< c
7 SEAC SO (o N T . . .
SEAQ + =+ | - | - - - - - -

T : mont de Tessala ; M : forét domaniale de M’sila ; S : Ain Skhouna ; EBr : extrait brut ; EHx : extrait
héxanique ; ECh : extrait chloroformique ; EAc : extrait d’acétate d’éthyle ; EAQ : extrait aqueux ;
POL : polyphénols ; FLV : flavonoides ; TC : Tanins condensés ; TH : Tanins hydrolysables ; FLA :
Flavanes ; ANT : Anthocyanes ; FLO : Flavanols ; PRO : Proanthocyanidols ; COUM : Coumarines ;
+++ : réaction franchement positive, + : réaction positive, - : réaction négative ; + : réaction louche.
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Les tests du screening phytochimique font ressortir les résultats suivants :

- une réaction louche pour les tanins hydrolysables chez TEBr, MEBr et SEBt,
- la présence des flavanes dans TEBr, TECh, TEAc, MEBr, MEHX, SEHX et SEAC,

- une réaction louche pour les anthocyanes dans MEACc,

TEBTr est le seul extrait qui contient les tanins condensés,

la présence des polyphénols et des flavonoides dans tous les extraits flavonoiques,

- la présence des flavanols dans TEBr, TEHx, TEAc, TEAq et MEACc,

- labsence totale des proanthocyanidols et des coumarines dans tous les extraits

flavonoiques.

I11.L1.2.1.B.3. Activités antibactériennes et antifongiques

l1.1.2.1.B.3.1. Antibiogramme et antifongigramme

Les diameétres d’inhibition résultant des tests de sensibilité des souches microbiennes

testées vis-a-vis des antibiotiques et d