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ABSTRACT

nowledge of traditional healers often represents a basis for pharmacological
and phytochemical research on natural medicines.

In this study we are interested in the antiparasitic effect of three plants by
taking as a single cell biological model, a microorganism from the class of
ciliated protists, represented by : Paramecium s or paramecium. It is a model
species used by hundreds of laboratories around the world. It has been chosen by
the scientific community to be the reference species for their experiments.

Another by studying the plants Hammada Scoparia "Remth"; Peganum
harmala; Artemisia herba alba “chih”, plants known for its healing properties,
we have thus studied its phytochemical compositions, and its antiparasitic
activity on ciliated protozoa.

The results obtained reveal the metabolic richness of these species with
variations in yield from one extract to another depending on the extraction
method used. One of the most important results is that the extracts exhibit
antiparasitic activities at different concentrations vis-a-vis the paramecium

forms.

Key words : leffeff antiparasitaire, paramecie, Hammada Scoparia; Peganum
harmala; Artemisia herba alba.
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RESUME

La connaissance des guérisseurs traditionnels représente souvent une base
pour la recherche pharmacologique et phytochimique sur les médicaments
naturels.

Dans cette étude nous nous sommes intéresses a l'effet antiparasitaire de trois
plantes en prenant en tant que modele biologique unicellulaire, un
microorganisme de la classe des protistes cilies, représenté par : Paramecium s
ou paramécie. Il s’agit d’une espece modele utilisée par des centaines de
laboratoires a travers le monde. Elle a été choisie par la communauté
scientifique pour étre I’espéce de référence de leurs expériences.

D’une autre par I’étude des plantes Hammada Scoparia « Remth » ; Peganum
harmala ; Artemisia herba alba « chih», des plante réputées pour ses vertus
curatives, nous avons ainsi étudié ses compositions phytochimiques, et ses
activité antiparasitaires sur de protozoaire a cilié.

Les resultats obtenus, révelent la richesse métabolique de ces especes avec
des variations de rendement d’un extrait a I’autre selon la méthode d’extraction
utilisée.

Un des résultats le plus important, c’est qu les extraits présentent des activités
antiparasitaires a différentes concentrations vis-a-vis des formes paramécies.

Mots-clés : I'effet antiparasitaire, paramécie, Hammada Scoparia ; Peganum
harmala ; Artemisia herba alba.
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Introduction :

La paramécie est un genre bien connu de protozoaire cilié. Elle est I'un des premiers
organismes unicellulaires a avoir été observé au microscope. La taille de la cellule varie de 50
a 300 um de long suivant les espéces. La paramécie utilise des cils pour se déplacer et se
nourrir.

Aujourd’hui, la tendance est a la médecine naturelle qu’elle soit préparée en laboratoire ou
chez soi parce que les solutions phytothérapeutiques trouvent toutes leurs origines dans les
plantes dites médicinales, ces derniers dont I’utilisation concerne des milliers d’espéces
différentes issues de la nature. Citons par exemple, les genres de Peganum harmala (harmel) ;
Hammada Scoparia « Remth » ; Artemisia herba alba « chih»

Dans le cadre de cette étude, les capacités matérielles mises a notre disposition, nous ont
permis de mettre en place une stratégie de recherche pour I’étude transversale, analytique,
descriptive et de tester I’activité antiparasitaire in vitro des extraits de la plante.

Cette étude est consacrée a une compréhension approfondie des interactions
physicochimiques et biologiques entre un modéle biologique unicellulaire d’eau douce
considéré également comme bon bioindicateur de la pollution des eaux.

A travers ce travail, nous nous sommes intéressées dans la premiere étape a donner quelques
connaissances bibliographiques concernant I’intérét d’étude des trois plantes médicinales
:Hammada Scoparia « Remth » ; Peganum harmala ; Artemisia herba alba « chih», et un
apercu scientifique sur les paramecies .

La deuxieme étape décrit le climat expérimental : préparation des extraits a partir des plantes,
préparation des milieux de cultures des parasites.

La troisieme et derniere étape concerne essentiellement les essais de mise en culture du
parasite dans des milicux aqueux et I’observation microscopique des paramécies traité.

Nous terminerons enfin ce travail par une conclusion ou nous proposerons quelques
perspectives quand 1’amélioration des différents protocoles expérimentaux.



Chapitre |

Etat des connaissances Sur Les plantes :
-Armoise blanche (Artemisia herba alba).
-Peganum harmala.

-Hammada scoparia.



l. les plantes médicinales :

I. 1 La phytothérapie :

La phytothérapie est une branche de la médecine qui repose essentiellement sur lI'emploi
thérapeutique de plantes dites "médicinales”. Consommées sous différentes formes, les
plantes traitent ou soulagent différents troubles de la santé. Elles sont utilisées seules ou en
complément d'une prise en charge médicale adaptée. La plupart des plantes ne sont pas
utilisées en entier, leurs principes actifs étant souvent concentrés dans une seule partie :
racines, feuilles, fleurs... Les plantes peuvent étre présentées de diverses fagons : fraiches ou
séchées pour faire des infusions, en gélules, préparation magistrale, en ampoule buvable,
etc. Il est conseillé d'avoir recours a la phytothérapie sur avis médical aupres de médecins ou
pharmaciens formés a la discipline.

I. 2 Les avantages de la phytothérapie :

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine, La phytothérapie offre plusieurs
avantages.

Aujourd’hui, les traitements a base des plantes reviennent au premier plan, car 1’efficacité
des médicaments tels que les antibiotiques (qui considére comme la solution quasi universelle
aux infections grave) décroit car les bactéries et les virus sont adaptés aux médicaments et
leur résistent plus en plus.

Les maladies les plus graves, le cancer, le sclérose qui sont soignées de fagon trés
difficile, mais grace La phytothérapie qui est une alternative importante peut amener un
confort dans le traitement classique de ces maladies graves.

I. 3 Définition d’une plante médicinale :

Une plante médicinale est une plante dont un des organes, par exemple la feuille ou
I'écorce posséde des vertus curatives, et quelquefois toxiques selon son dosage. Au Moyen
Age, on parlait de «simples».

En France, Il existe une définition officielle des plantes médicinales : celles inscrites a
la Pharmacopée. Les plantes médicinales inscrites a la pharmacopée sont reconnues comme
des médicaments. Leur vente est exclusivement réservée aux pharmaciens ainsi qu'aux
herboristes, a I'exception de 145 d'entre elles qui sont en vente libre par dérogation (voir Liste
des plantes médicinales en vente libre), et qui correspondent fréquemment aux plantes
aromatiques utilisées dans les préparations culinaires.



http://www.charronerie.com/ecorce.php
http://www.altermedoc.com/pharmacopee.php
http://www.pharmacopa.com/medicament.php

I. 4 Etude des plantes médicinales :

La connaissance rationnelle des plantes médicinales date de I'Antiquité. C'est Hippocrate
qui différencia l'usage interne et l'usage externe et qui définit la notion de dose qui permet de
distinguer I'effet thérapeutique de I'effet toxique (Colette-Keller, 2004). Au cours des
dernieres décennies, les recherches scientifiques les plus modernes n‘ont fait que confirmer le
bien-fondé des vertus thérapeutiques de la plupart des plantes médicinales utilisées (Carillon,
2000). Ce savoir traditionnel ancestral se transmet de génération en génération est devenu
aujourd'hui une mine d'informations extrémement précieuses pour les chercheurs d'industrie
pharmaceutique (Fouché et al, 2000).

Aujourd'hui la pharmacologie s'oriente de plus en plus vers des traitements a base de
plantes, car l'efficacité de la synthese chimique a largement atteint ses limites et n‘arrive plus a
étre creative. L'exemple de I'antibiorésistance microbienne, a l'origine de la recrudescence des
maladies nosocomiales se passe de tout commentaire (Iserin, 2001).

I. 5 Intérét de I’étude des plantes médicinales :

La plupart des espéces vegétales contiennent des substances qui peuvent agir, a un niveau
ou un autre, sur I'organisme humain et animal. On les utilise aussi bien en médecine classique
gu'en phytothérapie. Elles presentent en effet des avantages dont les médicaments sont
souvent dépourvus (Iserin, 2001). La raison fondamentale est que les principes actifs végétaux
proviennent de processus biotiques répandus dans tout le monde vivant, alors que I'essentiel
des médicaments de synthése sont des xénobiotiques aux effets secondaires trés mal
maitrisés (Bruneton, 2009).

Les plantes médicinales sont donc importantes pour la recherche pharmaceutique et
I'élaboration des medicaments, directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme
matiére premiére pour la synthése des médicaments ou comme model pour les composés
pharmaceutiqguement actifs (Decaux, 2002). La tubocurarine, le relaxant musculaire la plus
puissante dérive du curare (Chondroendrontomentosum).

La morphine, alcaloide caractéristique des papavers (papaver somniferum) est I'analgésique
le plus puissant, utilisé dans la chirurgie lourde et la thérapie anticancéreuse (Iserin, 2001 ;
Bruneton 2009). Il est difficile d'imaginer le monde sans la quinine (dérivée du
genre Cinchona) qui est un alcaloide anti malarique, sans la digoxine (du genre Digitalis) qui
est cardiotonique, ou encore I'éphédrine (du genre Ephédra) que I'on retrouve dans de
nombreuses prescriptions contre le rhume : stimule I'automatisme cardiaque, elle est
bronchodilatatrice et stimulante du centre respiratoire bulbaire. (Iserin, 2001 ; Bruneton,
2009).

Les plantes aromatiques constituent une catégorie a part, par le fait qu'elles élaborent des
substances volatiles, odorantes, caractéristiques appelées huiles essentielles. (Iserin,
2001). Ces plantes, connus depuis l'antiquité, sont généralement utilisées en médecine
traditionnelle comme agents antibactériens et antifongiques. Ces propriétés antifongiques ont
été confirmées par de nombreux travaux sur les souches de levures, dermatophytes
et Aspergillus (Pinto et al. 2003 ; Salgueiro et al. 2003), et présentent un potentiel




thérapeutique, principalement dans les maladies fongiques impliquant les muqueuses, la peau
et autres infections des voies respiratoires. Certaines espéces de Juniperus, sont aussi utilisées
en médecine populaire comme antiseptiques (Newall et al. 1996). Juniperus communis est
traditionnellement utilisée pour le traitement des infections urinaires, Juniperus oxycedrus est
utilisée comme un reméde pour les infections dermatologiques (Cosentinoet al,

2003) et Juniperus phoenicea est considérée comme antimicrobien et antioxydant (Bouzouita
et al, 2008 ; Hayouni et al, 2007).

Il. Armoise blanche (Artemisia herba alba)
1.1 Généralités :

L’Artemisia Herba Alba; I’ Armoise herbe blanche est une plante mensuelle trés répondu
dans les zones arides a semi-aride. C’est une espéce du genre Artemisia (Armoise) qui
appartient a la famille des Astéracées. Herbacée et peut mesurer de 30cm a 50cm de haut. Ses
tiges sont floriferes et élancées, un peu velues et ses feuilles sont oblongues, découpées en
segments de couleur vert foncé sur la face et blanc cotonneux sur leur partie inférieure
(figurel), elle possede aussi des petites fleurs tubuleuses jaunes ; elle dégage une odeur tres
forte, parfois désagréable (Ozenda, 1983; Baba Aissa, 2000).

Figure 1: photo d’ Artémisia herba alba

La période de floraison est de juillet a octobre, ses fruits sont des akenes
ovoides (Pottier, 1981). Les parties de la plante utilisées en phytothérapie sont notamment les
feuilles et les sommités fleuries. (Mucciarelli et Maffei., 2002).
Il a été rapporté que le genre Artemisia est riche en métabolites secondaires tels que les
flavonoides, les acides cafféoylquiniques, les coumarines, les huiles essentielles (Kundan et
Anupam., 2010). Les espéces qui appartiennent au genre Artemisia posseédent des propriétés
thérapeutiques, et non seulement elles utilisées dans la médicine traditionnelle, mais aussi
dans I’industrie alimentaire et pharmaceutique (Mirjalili et al ., 2007).




I1.2 Habitat :

L’ Armoise est largement répandue depuis les iles Canaries et le sud-Est de I'Espagne
Jusqu’aux steppes d'Asie centrale (Iran, Turkménistan, Ouzbékistan) et a travers 1’ Afrique du
Nord, I’ Arabie et le Proche-Orient. En Afrique du nord, cette espéce couvre d'immenses

territoires évalués a plus de dix millions d'hectares, Artemisia herba-alba est absente des
zones littorales nord et se raréfie dans I'extréme sud (Nabli, 1989).

11.3 Ecologie de la plante :

L'armoise blanche existe dans les bioclimats allant du semi-aride jusqu'au saharien.
Elle est indifférente aux altitudes et peut vivre dans les régions d'hiver chaud a frais. Dans le
sud, cette plante pousse sur les sols bruns steppiques de texture moyenne et en extréme sud

sur les sols sableux. Elle résiste a la sécheresse, supporte le gypse et des niveaux de salinité
modérément élevés (Nabli, 1989).

11.4 classification de ’armoise blanche :

Régne : vegétal

Phylum: Angiospermeae.

Sous Phylum: Dicotylédones

Ordre: Gampanulatae

Famille: Asteraceae.

Sous-famille: Asterioideae.

Tribu: Anthemideae.

Sous-tribu: Artemisiinae.

Genre: Artemisia.

Espéce: Artemisia Herba-alba.
11.5 Description botanique :

L’artemisia herba alba est une plante vivace qui forme des buissons de 30 a 50 cm,

blanche et laineuse, a tiges nombreuses, tomenteuses.
Les feuilles sont courtes, généralement pubescentes argentés avec des capitules sessiles de 2-5

fleurs. Ces derniers sont hermaphrodites alors que le fruit est akéne.
Le réceptacle est nu et la corolle est insérée trés obliquement sur I’ovaire




11.5.1 Partie souterraine :

L’artemisia herba alba présente une racine principale, épaisse et ligneuse, bien distincte
des racines secondaires, qui s’enfoncent dans le sol comme un pivot.

Le systéme racinaire a une extension peu profonde avec un grand nombre de
ramifications latérales particuliérement abondantes entre 2 a 5 cm de profondeur mettant en
relation cette forme de racine avec I’existence d’un court calcaire superficiel.

Quand I’armoise se développe dans une région plus humide, ses racines pénétrent
profondément jusqu’a 40 a 50 cm et ne se ramifient qu’a cette profondeur. (Pourrat.1974)
La biomasse racinaire diminue trés vite avec la profondeur et trés peu de racines sont
retrouveées a partir de 50 cm (Aidoud, 1983).

11.5.2 Partie aérienne :

Elle est représentée par la partie ligneuse, la tige, les feuilles et les fleurs

La tige :

L'artemisia herba alba présente une tige principale trés épaisse, rougeatre, qui se ramifie et
se prolonge par de nombreuses tiges de plus en plus fines. Chaque tige se distingue par une
taille allant de 30 a 50 cm (Bendahou, 1991).

Les feuilles et les rameaux :
Les feuilles sont courtes, blanches laineuses, et argentés. Elles sont tres petites et entieres,

ce qui réduit considérablement la surface transpirante et permet ainsi a la plante de résister
a la sécheresse (Pourrat. 1974).

La fleur :

La floraison s’effectue en automne a partir du mois de septembre. La fleur est formée
d’inflorescences en capitules.

Ces derniers sont tres petits, étroits (12 a 5 mm) ovoides a involucres scarieux de contenant
que 3 a 8 fleurs, tous hermaphrodites.

Ces capitules pauciflores, en général homogames sont insérés directement sur I'axe et sans

aucun support. (Ozenda ,1985).
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/ Artemisia herba-alba (Dessin de détail d'aprés G. POTTIER, 1981) .

Figure 2 : Dessin de détail d’aprés G.POTTER, 1981 d’Artémisia herba alba

11.6 Composition chimique :

La partie aérienne d’Artemisia herba alba possede des activités antioxydantes
significatives. En effet cette partie de la plante est riche en composés doués d’activité
antioxydantes tels que: les flavonoides, les polyphénols et les tanins, ces difféerents
constituants exercent ses actions antioxydantes en inhibant la production de 1’anion su
peroxyde, I’hydroxyle, comme ils inhibent la peroxydation lipidique au niveau des
microsomes (Bruneton, 1999).

11.7 Usages traditionnels et médicinaux :

L’Artemisia herba alba est trées utilisé en médecine traditionnelle lors d’un désordre
gastrique tel que la diarrhée et les douleurs abdominales. Elle est aussi utilisée en tant que
reméde de I’inflammation du tractus gastro-intestinal (Gharabi, 2008). De loin le remede le
plus fréquemment cité dans la bibliographie est l'utilisation de 1’Artemisia herba alba dans le
traitement du diabéte Sucré (Twaijha et Al-badrel, 1988). Plusieurs études scientifiques ont
¢galement prouvées I’efficacité de ’armoise blanche en tant qu’agent antidiabétique,
antiparasitaire, antibactérien, antiviral, antioxydant, anti malarien, antipyrétique,
antispasmodique et antihémorragique (Boudjeladl, 2013).

L’armoise est plus connue en Algérie, le Chih est un remeéde trés populaire auquel on a
souvent recours pour faciliter la digestion, calmer les douleurs abdominales et certains
malaises du foie et antidiabétique. Ses racines sont indiquées contre certains troubles nerveux
(Baba aissa, 2000).




I11. Peganum harmala (L harmel)

111.1 Description botanique :

L'harmel est une plante herbacée, vivace, glabre, buissonnante de 30 a 90 cm de hauteur a
rhizome épais, a odeur forte, désagréable qui rappelle celle de la rue. Les tiges dressées, trés
rameuses disparaissent I'hiver; elles portent des feuilles alternes, découpées en laniéres
étroites. Les fleurs solitaires, assez grandes (25 a 30 mm), d'un blanc-jaunatre veinées de vert.
Les graines: nombreuses, petites, anguleuses, subtriangulaires, de couleur marron foncé, dont
le tégument externe est réticulé, ont une saveur ameére; on les récolte en été, le tégument
externe de la graine renferme un pigment rouge connu sous le nom de "Turkey red". Cette
plante développe surtout dans les zones arides, sur les sols sableux et Iégerement nitrés
(Iserin, 2001).

Figure 3 : La plante de peganum harmala (L’harmel).

111.2 Distribution géographique :

Elle est largement distribué a travers le monde, généralement dans la zone
méditerranéenne surtout dans les zones seéche en Europe comme 1“Espagne, la Russie,
Hongrie, en Afrique (Maroc oriental, Sahara septentrional et hauts plateaux Algériens,
Tunisie, steppes de la Lybie, déserts d'Egypte), et en Asie, elle est répandue dans les steppes
de I'lran, du Pakistan, du Turkestan jusqu'au Tibet et en Sibérie (Bézanger-Beauquesne et al.,
1980).




111.3 Classification :
Régne : Plantae
Sous regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Sapindales
Famille : Zygophyllaceae
Genre : Peganum

Sous genre : peganum harmala

111.4 Constituants chimiques de la plante :

Les constituants chimiques de la plante sont les suivants :
>Acides aminés : phénylalanine, valine, proline, thréonine, histidine, acides glutamique et
carbo-hydrates.
>Flavonoides : coumarines, bases volatiles, tanins, stérols.

>Pigment : le tegument externe de la graine renferme un pigment rouge dit « Turkey Red »
et un composé fluorescent.

>Des alcaloides qui ont un noyau indole: harmane, harmine, harmaline, harmalol (harmol)

qui représentent les principales toxines. Le taux d'alcaloides est beaucoup plus élevé dans la
graine que la racine, la tige, et la feuille, cette teneur s'éléve en été durant la maturité du fruit.
(Kartal et al., 2003)

>|_es alcaloides de Peganum harmala L.

L’espéce Peganum harmala est trés riche en alcaloides indoliques (dérivés de ’acide aminé
Tryptophane) de type B-carboliniques . Les plus importants sont I’Harmaline,
L’Harmane, I’Harmine et le Tetrahydroxyharmine (THH) (Kartal et al, 2003).

Les graines de Peganum harmala contiennent également une autre classe d’alcaloides, les
quinazolines, dont le précurseur est I’acide anthranilique et qui sont représentés par la
Péganine, le Vasicinone, et la Desoxypéganine (Khashimov et al, 1969 ;

Zharekeev et al, 1974).

I11.5 Usage traditionnel et courant :
Le Harmal est emménagogues, abortives, hypnotiques, antalgiques, antiseptiques,

hypnotique, antipyrétique, antalgique, antitussif, antiseptique et cicatrisant posséde une action
contre: coliques, troubles digestifs, stérilité féminine, dermatoses et brilures, conjonctivites .




a) Usage externe : La plante fraiche est employée en cataplasme, soit aprés extraction du
suc pour la composition d'un liniment & base de graisse de mouton, plante séche ou graines
sous forme de fumigations.

L'huile de graines est obtenue par décoction de graines dans I'huile d'olive. Les préparations
en usage externe sont préconisees surtout pour le traitement de rhumatisme. (Aouadhi, 2010)

b) Usage interne :
e Pour ’hypertension et le diabéte :

Une cuillere a café de graines, soit environ 2.5 g, avalés telles quelles avec un verre d'eau ou
melangées au miel ou pilées avec de I'huile d'olive, est recommandé en cas d'anurie, de
dysurie, d'hypertension ou de diabéte.

La plante fraiche hachée et bouillie dans I'huile et les feuilles séches en décoction sont
signalées pour leurs propriétés antipyrétiques et sont efficaces pour traiter le rhume et la carie
dentaire. La plante seche pulvérisée et tamisée est utilisée contre la conjonctivite purulente, la
blépharite et dans le traitement de I'eczéma. (Aouadhi, 2010)

111.6 La toxicité :

Les doses elevees peuvent provoquer la paralysie. Les graines de harmal renferment en
moyenne de 3 a 4% d'alcaloides avec une brusque €elévation de ce taux a la phase de
marissement du fruit. Ces alcaloides sont au nombre de quatre : Harmane, Harmine,
Harmaline et Harmalol ou Harmol. Leur structure chimique, parfaitement connue, associe un
noyau indole a un noyau pyridine. Elle conditionnerait I'effet stimulant du systeme nerveux
central des quatre alcaloides. La spécificité de I'action d'un alcaloide par rapport a l'autre
serait, par contre, en rapport avec la variation des radicaux et du nombre de doubles liaisons
portees par le cycle commun. C'est cette variation qui expliquerait les nuances constatées au
niveau des mécanismes d'action : Les Harmane, Harmine et Harmaline exerceraient :

- soit un blocage direct des récepteurs cérébraux GABAergiques (Acide Gamma Amino
Butyrique) et donc de leur médiation inhibitrice, produisant un effet stimulant qui serait
responsable de I'élévation du tonus musculaire et au maximum de convulsions.

- soit une facilitation de l'acces aux récepteurs GABAergiques d'une substance endogene qui
serait du thromboxane A2, dérivée des prostaglandines, et qui pourrait jouer un réle important
dans la régulation des mouvements calciques neuronaux et donc de I'excitabilité neuronale,
Quoiqu'il en soit ces alcaloides prédisposeraient aux modifications des conductances
membranaires sodiques et/ou calciques.

La Harmine et I’Harmaline exerceraient une action anti-cholinergique centrale pouvant
expliquer la crise d'agitation et les manifestations digestives observées.

La Harmane et Harmaline exerceraient une action inhibitrice du systéme Dopaminergique
central induisant une sédation et des perturbations du sommeil paradoxal. (Aouadhi, 2010)




IVV. Hammada scoparia (Pomel), « Remth » :

IV.1 Position systématique :
Régne : Végétal
Embranchement : Phanérogames
Sous Embranchement : Angiospermes
Classe : Eudicots
Ordre : Caryophyllales
Famille : Amaranthaceae
Genre : Hammada

Espece : H. scoparia

‘ '.:',.‘

Figure 4 : photo de Hammada scoparia

1VV.2 Description botanique :

Haloxylon scoparium POMEL appartient a la famille des Amaranthaceae, qui est
composée de 800 espéces répartis sur 75 genres.

C’est un arbrisseau a tiges gréles, trés nombreuses, qui noircissent en séchant, avec des
épis floraux courts, des fruits a ailes vivement colorées, souvent rose ou rouge.

C’est une plante qui se trouve dans les régions arides et semi-arides de 1’ Algérie, et
d’autres régions de la méditerranée, et aussi en proche orient.




IV.3 répartition géographique

Se développant dans les regs, les sols un peu salés ou gypseux, H. scoparium est trés
commun dans tout le Sahara septentrional jusqu’au Tademait (Ozenda, 1958) ; et est distribué

en Espagne du sud-est, I'lran, la Turquie, I'lrak et la Syrie.

IV.4 Phytochimie :

La composition chimique de H. scoparia, a été bien étudiée, les structures des principaux
métabolites secondaires ont été identifiées.

C’est une plante surtout tres riche en alcaloides et en flavonoides. Les principales
molécules isolées et identifiées sont montrées dans le tableau n°1.




Tableau 1 : La composition chimique de Hammada scoparia.

Métabolites

Secondaires

Classe

Nom chimique

Références

Alcaloides

Tétrahydroisoquinolines

- Carnégine

- N-methylisosalsoline

Benkrief et al.,

1989.
El-Shazly,

2003.

-1sosalsoline
Isoquinolines -Salsolidine
-Dehydrosalsolidine
- Tryptamine
Indole -N-méthyltryptamine
Isoquinolone N-méthylcorydaldine
2-Méthyl-1,2,3,4- tétrahydro-p-
B-carboline

Carboline




Composes

Phénoliques

Flavonol triglycosides

Isorhamnetin 3-O-f -D-
xylopyranosyl-

(1 nn_)3vn)_a -L-

rhamnopyranosyl-

(I"—6")-p —D galactopyranoside

Isorhamnetin 3-O-B-D-
apiofuranosyl-

(1"—>2")[a -L-rhamnopyranosyl-

(1"—6")]-§ -D-

galactopyranoside

Isorhamnetin3-O-a -L-

rhamnopyranosyl-(1"'—2") [a -L-

rhamnopyranosyl-(1""—6")]-B -
D-

Galactopyranoside

Ben Salah et al.,

2002.

Flavone

Chrysoeriol




Phénol simple Catéchol

Chao et al.,
-Acide coumarique 2013.
Acides phénols -Acide cinnamique

-Acide cafféoylquinique

IV.5 Activite biologique

Hammada scoparia appartient a un groupe de plantes appelées les halophytes. Ces
plantes ont la capacité de croitre dans des conditions de stress abiotique comme la haute
salinité et la haute température. Cette capacité remarquable résulte du developpement de
mécanismes de défense et la synthése de molécules congues pour résister aux conditions
extrémes de I’environnement. De ce fait ces plantes sont trés riches en molécules bioactives,
et sont considérées comme une potentielle source de nouveaux médicaments (Ksouri et al.,
2012).

H. scoparia est connue sous le nom vernaculaire de « Remth » en Algérie, Maroc et en
Tunisie. C’est une plante utilisée en médecine traditionnelle comme remede pour le traitement
des désordres de I’ceil et de la vision, des maladies de la peau, du diabéte sucré (Bellakhdar,
1997 ; Allali et al, 2008) et de I’hypertension (Eddouks et al, 2002), mais aussi pour le
traitement du cancer, des hépatites, des inflammations, et de I’obésité.

En revanche, plusieurs travaux ont été réalisés sur différents extraits de H. scoparia, et
différentes activités biologiques ont été prouveées. Des extraits aqueux et méthanolique,
administrés a des rats traités par 1’éthanol, ont diminué d’une fagcon importante, le stress
Oxydative et I’altération hépatique engendrés par la toxicité de 1’éthanol (Bourogaa et al.,
2013 ; Bourogaa et al, 2014).

Ces activités hépato-protective et antioxydante, ont été reliées a la présence de composés
phénoliques dans la plante (Bourogaa et al, 2014). De plus dans un autre travail, I’équipe de
Bourogaa a aussi démontré que H. scoparia est efficace contre les cellules leucémiques, et les
molécules responsables sont les flavonols triglycosides (Bourogaa et al., 2011).

D’autre part H. scoparia s’est révélée aussi puissante contre les mollusques, plusieurs
extraits ont été testés, et leur activité molluscicide a été prouvée. Ces travaux ont aussi
identifié la molécule ayant la plus importante activité, il s’agit d’un alcaloide, le N-
methylisosalsoline (Mezghani-Jarraya et al., 2009). Récemment un extrait éthanolique de H.
scoparia, a montré une activité d’inhibition de la mélano-genése in vitro, cette activité a été
attribuée au catéchol et a des dérivés tétrahydroisoquinoliniques (Chao et al, 2013).




Chapitre |1

Etat des connaissances Sur les paramécies.



I.  Rappel sur la biodiversité microbienne :

Un des aspects les plus fascinants et les plus attrayants du monde microbien est son
extraordinaire diversité avec ces trois domaines d’étres vivants : Bacteria, Archea et Eucarya.

Le domaine Bacteria comprend un régne : le regne des Eubactéries (les vraies bactéries).

Le domaine Archea (du grec arkhaios, ancien) comprend aussi un régne : le régne des
Archaebactéries (les bactéries anciennes).

Le domaine Eucarya comprend quatre régnes qui incluent : les champignons, les algues,
les protozoaires et tous les autres regnes.

Les Archaebactéries, les Bactéries et les Eucaryotes d’aujourd’hui sont tous le produit de
milliards d’années de sélection naturelle et tous hautement adaptés a ’environnement actuel
et aucun d’entre eux n’est « primitif ».

1.1 Rappel sur les protistes :

En systématique, selon la classification classique, le terme Protiste (du grec Protos =
Premier) désigne I'un des régnes du vivant regroupant tous les étres vivants mobiles et
Unicellulaires.

Le régne des Protistes se divise généralement en deux parties : les Protozoaires et les
Protophytes.

Les Protozoaires sont des organismes unicellulaires, formant une entité paraphylétique, ils
possedent une cellule Eucaryote (c'est a dire possédant un vrai noyau, contrairement aux
Bactéries, dites Procaryotes), trés différenciée qui remplit de nombreuses fonctions

nécessaires a la vie et comportant des organites complexes : "vacuoles pulsatiles”, "cils",
"flagelles” (Patterson, 1999).

On leur distingue cing sous-embranchements (Adl et al., 2005) :
- Les Actinopodes qui émettent de fins pseudopodes rayonnants.

- Les Cnidosporidies sont des parasites dont le stade initial est un germe amiboide et le stade
final une spore pourvue d'un filament dévaginable.

- Les Rhizoflagellés qui comprennent les rhizopodes et les flagellés.

- Les Sporozoaires (ou Apicomplexés) sont dépourvus a I'état adulte d'appareil locomoteur.
Ce sont des parasites des cellules animales pourvus d'un complexe apical et se reproduisant
par sporogonie.

- Les Infusoaires ou Infusoires sont des Protistes de grande taille (jusqu'a 300 pm pour la
paramécie).




lIs sont munis d'un macronucléus et d'un micronucléus. On y distingue :
*Les Holotriches (paramécie).
*Les Spirotriches ayant une ciliature buccale en spirale a droite (Stylonichia).
*Les Péritriches ayant une ciliature buccale en spirale a gauche (vorticelle).

Les Protophytes sont des organismes végétaux unicellulaires ou a cellules peu différenciées.

Les Profistes Animaux

Lo proieies. ‘e Les Ciliés Systématique et exemples

Systématique et exemples

Cytopharynx C(!mﬁ)“’ | es Apicomplexés
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4 +
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(pleine)

Paramecium $p. Sporozoite d'apicomplexé

Figure 5 : Schéma d’une cellule protozoaire.

1.2 Phylogénie des Protistes :

Les relations évolutives entre les divers groupes de Protistes, et méme la composition de
ces derniers, sont toujours un sujet de controverse. Cependant, certaines propositions pour une
phylogénie naturelle ont été faites fondées sur les séquences d’ ARNr et d’autres techniques de
biologie moléculaire (Purves et al., 2000).

Pour la classification phylogénétique moderne, le régne des Protistes n'est plus pertinent.
Certains Protistes sont rattachés aux Opisthocoeles d'autres a la lignée des algues brunes
(Straménopiles) ou a la lignée verte des algues et plantes terrestres (Chlorophyta). D'autres
Protistes sont divisés en lignées monophylétiques qui pourraient avoir rang de régne. Enfin, la
position d'autres Protistes aux affinités incertaines est encore en cours d'étude.




Au total les scientifiques reconnaissent aujourd'hui une soixantaine de lignées. De plus, en
phylogénétique moderne (figure 6), végétal et animal deviennent des termes obsoletes
(Cavalier Smith et al., 2003).

Archées
0,1 Halococcus morrhuae

Halobacterium volcanii
Methanospirilum hungatei

Methanobacterium formicium
Methanococcus vannielii

Sulfolobus solfataricus

Thermoproteus tenax

Thermomicrobium roseum
Pseudomonas testosteroni
Escherichia coli

Zea mays mitochondrie

Dictyostelium discoideum

Homo sapiens

Xenopus laevis

Zea mays

Prorocentrum micans

Oxytricha nova™

Saccharomyces cerevisiae
Trypanosoma brucei Zea mays

Euglena gracilis chloroplaste

Trichomonas vaginalis

Agrobacterium tumefaciens
Bacillus subtilis
Synechococcus sp.

Bactéries

Giardia lamblia
Eucaryotes

Figure 6 : Position du genre Paramecium dans le systeme « Trois domaines ».

I-3- Taxinomie :

Les différentes especes de paramécie ont été connues depuis plusieurs années, mais c’est en
1950 et grace aux contributions de Fauré-Frémiet (1924) que le genre Paramecium doit sa
position systématique en tant que cilié. Ses observations ont été confirmées par Corliss (1961)
et Roque (1961).

D’apres Miiller, 1773 (Cudmore et al., 1977), les paramécies appartiennent au :

Regne : Protista
Embranchement : Ciliophora
Classe : Oligohymenophora
Ordre : Peniculida

Famille : Parameciidae

Genre : Paramecium




La systématique actuelle du genre Paramecium, aprés Corliss (1961) et Honigberg (1964),
peut étre établie comme suit :

Phylum : Protozoa
Subphylum : Ciliophora
Classe : Ciliatea
Sous-classe : Holotrichia
Ordre : Hymenostomatida
Sous-ordre : Peniculina

Famille : Parameciidae

Paramecium caudatum, espece la plus courante et la mieux connue, de plus elle est
largement utilisée comme matériel de recherche (Beaumont et Cassier, 1998).

Il. Rappels sur la paramécie (Paramecium sp.) :

Les paramecies sont des organismes unicellulaires (Protozoaires), de forme oblongue, dont
le corps uniformément couvert de cils (ciliés, holotriches) est fréquemment visible a I’ ceil nu ;
en effet, leurs dimensions sont, selon les espéces prises en considération, comprises entre 60
et 350p.

Les représentants du genre Paramecium sont parmi les plus fréquentes des Protozoaires. Ils
sont trés abondants dans les eaux contenant des débris végétaux ou dans les infusions de foin
(infusoires) car les bactéries dont ils se nourrissent pullulent a la surface des végétaux en
décomposition. Le genre Paramecium inclut environ 15 espéces, actuellement enregistrees,
mais moins de 10 peuvent étre considérés comme Paramecium vrai.

En 1928, Wenrich définit les caractéristiques de 8 especes en termes précis :

P. aurelia, P.caudatum, P. multimicronucleatum , P. bursarja, P. calkinsj, P. polycaryum,
P.woodruffi et P.trichium.

Kahl (1935) a ajouté la description de : P. traunsteineri, P. nephridjatum, P.chilodonides, P.
glaucum, P. putrjnum, P. chlorelligerum, P. pyriforme et P. pseudoputrinum.

Wichterman (1953) a fait une étude critique détaillée des 16 especes, mais 2 especes
enregistrées avant par Kahl (1935) (P. glaucum et P. pyriforme) non pas été étudiées pendant
que 2 autres espéces (P. duboscquj et P. ficarium) ont été mentionnées.

Selon cet auteur, seules les 8 especes décrites par Wenrich sont bien définies et
appartiennent a 2 groupes :




- Groupe Aurelia (3 especes) :  P. caudatum 290 microns

P. aurelia 170 microns

P. mutlimicronucleatum 310 microns
- Groupe Bursaria (5 especes) :  P. bursaria 150 microns
. trichium 70 microns
. calkinsi

. polycaryum

U UV TUW TV T

. woodruffi

Pour chaque espece il est possible de definir, en ce qui concerne la taille, un polygone de
distribution spécifique et de mettre en évidence des différences géographiques ou d’origine
nutritionnelle ; ces dernieres différences sont fugaces et non transmissibles. Les autres sont si
mal définies qu'elles ne peuvent étre considérées comme appartenant au genre Paramecium.

Quelques espéces ont été ajoutées au genre Paramecium et sont :

P. silesiacum, P.jenningsi, P. porculus, P. arcticum, P. africanum et P. pseudotrichium. Ces
especes ont été établies sur la base des criteres morphologiques qui sont les seuls qui peuvent
étre employés efficacement et facilement.

Par leur grande taille et ’extréme facilité de leur ¢levage, les paramécies constituent un
matériel de choix pour I’étude morphologique, cytologique et cytochimique des protozoaires
ciliés.

Leur cytoplasme limité par une mince cuticule présente une zone périphérique hyaline et
visqueuse, cette cuticule est résistante, souple, et élastique, limite I’amplitude des
déformations du corps de la paramécie, elle s’oppose a 1’émission de pseudopodes. Apreés

toute déformation, grace a la présence de cette différenciation superficielle le corps de la
paramécie reprend sa forme initiale (Beaumont et Cassier, 1998).

Vivant dans un milieu hypotonique par rapport a son cytoplasme, la cellule absorbe
constamment 1’eau de son environnement par osmose. L’exces d’eau dans le cytoplasme est
alors évacué grace a des vacuoles pulsatiles, ou le cytoplasme se contracte périodiquement
pour expulser I’eau a travers la membrane plasmique.

La paramécie (figure 7) possede deux noyaux contenant le matériel génétique a fonctions
complémentaires :

. Le macronucléus : volumineux, polyploide, ovoide dont la fonction est indispensable a la
survie de la cellule car il assure toutes les fonctions, végétatives.




Il se forme a chaque génération sexuelle par des réarrangements programmeés de tout le
génome germinal, qui aboutissent & des chromosomes redessinés pour I'expression des génes.

- Le micronucleus : sphérique, de taille réduite, diploide et souvent difficile a observer. Il
subit la méiose et transmet l'information génétique a la génération sexuelle suivante (Cohen,
2007).

S’il existe un seul micronucleus chez Paramecium caudatum, Paramecium aurelia en possede
deux.
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Figure 8 : Présentation de la paramécie.

A- Vue d’une paramécie en microscopie électronique a balayage, la ciliature d’une
paramécie vue en immunofluorescence.
B- Paramécie vue en contraste de phase.




11.1 Mouvement :

Les cils sont le mode de locomotion des paramécies. Ces dernieres peuvent diriger les
battements de leurs cils pour se déplacer en avant ou en arriere dans un mouvement spiralé.
Une paramécie peut effectuer un brusque retrait au contact d’un obstacle.

11.2 Reproduction :
Les paramécies se reproduisent (figure 9) par :

- Division cellulaire : les micronucleus se divisant par mitose, le macronucléus se divisant
simplement en deux micronucleus fils.

- Conjugaison : la conjugaison des paramécies est un processus sexuel de recombinaison
génétique (des paramécies individuelles échangent un micronucleus pendant la
recombinaison), mais ce n’est pas un processus de reproduction. Les deux mémes cellules
débutent et achevent le processus et aucune nouvelle cellule n’est créée (Purves et al., 2000).
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Figure 9 : Cycle sexuel et réorganisation macronucléaire : Evénements cellulaires
(Meyer et al., 2005)




1. La paramécie en croissance végétative possede deux micronoyaux diploides (mic, en
rouge) et un macronoyau (mac, en bleu) polyploide (800 a 1 000 n). Des conditions de jeline
modéré induisent la réactivité sexuelle : en présence d’un partenaire de type sexuel
complémentaire, la cellule conjuguera ; sinon, elle subira I’autogamie.

2.3. Conjugaison et autogamie déclenchent la méiose des micronoyaux, aboutissant a 8
noyaux haploides dont 7 dégénérent et un seul survit, tandis que le macronoyau entame un
processus de fragmentation.

4. Le noyau haploide survivant subit une mitose.

5. Dans le cas de I’autogamie, les produits de cette mitose fusionnent ; dans le cas de la
conjugaison, il y a échange réciproque de 1’un des produits de cette mitose et fusion dans
chaque conjuguant pour donner un noyau zygotique diploide.

6.7. Le noyau diploide subit deux mitoses post-zygotiques. Le macronoyau a acheveé sa
fragmentation.

8. Les deux noyaux localisés au pdle postérieur de la cellule se différencient en macronoyaux.

9. A I’issue de ce processus sexuels, lors de la premiére division, les deux macronoyaux
nouvellement formeés sont repartis entre les deux cellules filles, tandis que les deux
micronoyaux subissent chacun une mitose. Lors des divisions suivantes, le macronoyau se
divise en méme temps que les micronoyaux, tandis que les fragments de 1’ancien macronoyau,
qui ne répliquent plus leur ADN, sont répartis au hasard dans les cellules filles, et finalement
dégrades.

11.3 Alimentation :

La paramécie posseéde un mécanisme d’alimentation permanent constitué par une cavité
buccale (péristome) prolongée vers I’arricre : le vestibule; ¢’est une cavité tubulaire invaginée
dans I’endoplasme (I’endoplasme contient les organites de la nutrition: le péristome et les
vacuoles digestives) ou les aliments sont collectés par la combinaison de I’action des cils
couvrant le corps et les autres cils couvrant le vestibule, les paramécies se nourrissent des
organismes comme les bactéries et autres protozoaires (Samworth et Morgan, 2000).

I1.4 Respiration :

Les paramécies sont avides d’oxygene, leur respiration se fait par des échanges gazeux avec
I’environnement exclusivement par la surface corporelle car présentant un rapport surface
/volume donc surface / masse corporelle élevé (Wehner et Gehring, 1995).




11.5 Génomique et mécanismes d’évolution de la paramécie :

La paramécie est I'un des premiers organismes unicellulaires a avoir été observé lors de
I’invention du microscope au di septiéme siecle. Depuis lors, sa facilité de culture, sa grande
taille, et la facilité d'observation de ses fonctions cellulaires variées en ont fait un modéle
d'étude privilégié pour les scientifiques. Depuis 50 ans, une petite communauté de biologistes
américains, européens et japonais l'utilise pour I'étude de l'organisation cellulaire et de
I'nérédité, en particulier des phénomeénes épigénétiques.

Des chercheurs du CNRS et du Géoscopie ont realisé le décryptage du génome somatique
de la paramécie et découvert qu'il posséde pres de 40000 génes, contre "seulement” 25000
pour I'homme. Ils ont ensuite démontré que ce patrimoine exceptionnel résultait d'au moins
trois duplications successives de tout le genome.

Les duplications de génome sont des événements rares mais qui se sont produits de maniére
récurrente au cours de I'évolution des eucaryotes. Depuis longtemps, on postulait qu'elles
pouvaient étre a l'origine de transitions évolutives majeures, car le doublement du nombre de
genes offre un large potentiel d'innovation, et donc d'adaptation des especes (Cohen, 2007).

I11. Choix de Paramecium Comme modele biologique :

L’espéce que I’on utilisée lors de notre étude est choisie afin de répondre au mieux a ces
criteres, qui se traduisent par les contraintes suivantes :

(1 Le taxon est présent, abondant et facilement identifiable (Marchese et Brinkhurst.,
1996).
(1 11 joue un role important dans le fonctionnement de 1’écosysteme (Kosmala et al.,

1999).

.....

ainsi que leur moindre codt (Beal et Anderson 1993 ; Kamola 1995).
[ Il est sensible au produit testé (Mc Pherson et Chapman 2000).
(1 Produit et éventuellement sa bioaccumulation (Chapman, 2001).

1 Leur mobilité grace a des cils possédant la méme structure que ceux des cellules
épithéliales des mammiféres (Druez et al., 1989 ; Graf et al., 1999).

Paramecium sp. est I’'une parmi de nombreuses especes qui soit susceptibles de satisfaire au
moins partiellement ces critéres. En effet, cette espece eucaryote unicellulaire est, d’une part,
facile a cultiver, sa taille permet de suivre, a faible grossissement, cycle cellulaire,
conjugaison,

Comportement, sécrétion et morphogenese, et de cribler visuellement des mutations touchant
une gamme de fonctions cellulaires. Plusieurs particularités biologiques en facilitent 1’étude
biochimique. D’autre part, le processus d’autogamie, qui produit des clones 100%
homozygotes et simplifie I’analyse toxicologique. L’ensemble de ces données expérimentales
nous ont donc conduits a choisir Paramecium sp. Comme modéle d’étude.
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l. Préparation des extraits a partir de 3 plantes P.harmala, Artemisia
herba Alba , hammada scoparia :

1.1 Le choix de la plante :

Les trois plantes choisies comme support naturel en vue de tester leur effet
antiprotozoaire, en effet, parmi tant d’autres ces plantes sont utilisées par la population des
régions steppiques a des fins medicinales pour lutter contre les diarrhées, les vomissements,

certaines formes d’intoxication, ainsi que pour améliorer la saveur du café.
1.2 Préparation des extraits des plantes

Les plantes, sont récoltées dans les régions d’El Kheither, wilaya d’El Bayadh. On
procede d’abord a un séchage a ’ombre a température ambiante puis a un fin broyage, le but
¢tant d’obtenir un extrait aqueux par les différents moyens prévus a cet effet et disponible

dans le laboratoire de la faculté des sciences département de biologie de I’université de Saida.
1.2.1 La récolte de la matiére végétale :

La récolte a été faite cette année (2020) a partir du début du mois de février ou cette plante

pousse en abondance dans la région.

Aprés cueillette d’une quantité suffisante, les echantillons ont été sechés dans une étuve.

Figure 10 : séchage des plantes dans 1’étuve dans 1‘étuve du laboratoire de I’université.
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Apres un séchage de 7 jours, les plantes sont broyées jusqu'a obtention d’une poudre de
couleur vert foncé qui est ensuite conservee dans des boites hermétiques en plastiques, pour
qu’elle soit utilisées ultérieurement. On a procédé d’abord au broyage et tamisage des plantes

ce qui nous a donné une poudre qui nous permis d’avoir une plus grande surface de contact

avec I’eau, permettant d’améliorer le rendement a 1’extraction.

Figure 11 : Broyage manuel de la plante.
1.2.2 Préparation de I’extrait aqueux de P.harmala:

1.2.2.1 Par Macération :

Il s’agit d’une technique d’extraction solide-liquide destinée a retirer d’une substance solide
les espéces chimiques qu’elle contient en les diluants dans un liquide. La macération est en
effet une extraction « a froid », ce qui ne signifie pas qu’elle s’accompagne d’un
refroidissement mais tout simplement qu’elle se fait a température ambiante sans bénéficier

d’une hausse de température qui accélére 1a plupart des phénomenes chimiques. (Lehout R et
Laib M - 2015)

Matériel :

Le matériel utilisé pour réaliser cette extraction est :
-12.5 g de P.harmala -Bécher

-250 ml d’eau distillé -Agitateur

-Papier filtre + entonnoir + erlenmeyer

—
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-Papier aluminium + flacon en verre.

Protocole :

Dans un bécher on met les 12.5 g de poudre de P.harmala et les 250 ml d’eau distillé, puis on

les place dans un agitateur pendant 24 heures.

Solution
(p-harmala +
500 ml d'eau )

Figure 12 : Protocole de macération (harmala). Figure 13 : Protocole de filtration (harmala)

Apres les 24 heures on a procédé a la filtration, puis on récupere le filtrat dans un flacon en

verre recouvert par de I’aluminiumn, la conservation s’effectue a 4°C.

Note : Pour réaliser les tests in vitro on a préparé |’extrait aqueux par macération en trois

concentrations différentes 1%, 3% et 5 % (1 g pour 100ml, 3g pour 100ml et 5g pour 100ml).
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figure 14 : Flacon avec extrait final.

1.2.2.2 Par Décoction :

La décoction est une méthode d’extraction consistant a chauffer avec d’eau, jusqu'a ce que

cette derniére soit bouillisse, afin d’extraire les principes actifs. (Lehout R et Laib M —2015)

Matériel :
-12.5 g de P.harmala -250 ml d’eau distillé.
-chauffe - Ballon.

-Réfrigérant associé¢ d’une source d’eau froide.
-Erlenmeyer + entonnoir + Papier filtre. -Flacon en verre + papier aluminium.
Protocole :

Dans un ballon numéro 1 on met 12.5 g de P.harmala et les 250 ml d’eau. On les place dans

un chauffe-ballon associé au réfrigérant (figure 15).
Aprés 02 heures on filtre notre solution.

Le filtrat est conservé a 4°C dans un flacon en verre recouvert par de I’aluminium (figure14).
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Figure 15: Montage de I’extraction par décoction.
1.2.2.3 Par la méthode de soxhlet :

Un extracteur de Soxhlet (ou appareil de Soxhlet) est une piece de verrerie utilisée en chimie
analytique et en chimie organique qui permet de faire I'extraction par solvant en continu d'une
espéce chimique contenue dans une poudre solide. Elle requiert nettement moins de solvant
que la méthode des macérations successives pour une méme efficacité d'extraction. (Penchev
p — 2010)

Matériel :
-12.5 g de p.harmala -250 ml d’eau distillé. -Ballon.
-Chauffe-ballon -Extracteur de soxhlet. -cartouche en cellulose.

-Réfrigérant associé a une source d’eau froide.
-Flacon en verre +aluminium
Protocole :

On place les 12.5 g de P. harmala dans la cartouche, puis dans le réservoir de soxhlet et
remplir le ballon avec 1’eau distilles. Dans les 12.5 g de P.harmala on met 250 ml d’eau
distillé et on surmonte I'extracteur d'un réfrigérant. A l'aide d'un chauffe ballon, on porte le

solvant a ébullition (figure 16).

Le produit passe par la premiere tubulure et est condense par le réfrigérant. Il tombe alors

dans le réservoir contenant la cartouche et solubilise la substance a extraire .

Le réservoir se rempli dés que le niveau de solvant est a la hauteur du deuxieme coude, le
réservoir se vidange automatiquement. Le solvant et la substance a extraire sont entrainés
dans le ballon. Pour réaliser une extraction correcte d'une substance, on réalise trois cycles

tels que décrit précédemment.

-Le ler cycle commence aprées 01 heure et 09 minutes de la réalisation de notre protocole.
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-Le 2eme s’effectue aprés 11 minutes du ler cycle.

-Le 3eme et dernier cycle se termine 6 minutes apres le 2eme cycle. L’extrait final est

conservé a 4°C dans un flacon recouvert par de I’aluminium (figure14).
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Figure 16 : Le montage de soxhlet.

1.2.3 Préparation de I’extrait aqueux d’Artemisia herba alba :

Matériel :

-des béchers - des agitateurs magnétiqgues - Barreau aimanté - Erlenmeyer

- papier filtre  -Entonnoir  -eau distillé - verre de montre -mortier et pilon
-pissette -balance -flacon -etuve  -cristallisoir ~ -cuillere -Papier
aluminium

1.2.3.1 Extraction par macération :

Protocole :
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La premiére étape on utilise 10 grammes de poudre de feuilles et on ajoute 200 ml d’eau

distillé on met le mélange sur un agitateur pendant 24h, puis on filtre avec du papier filtre.

. Apres les 24 heures on a procédeé a la filtration puis récupére le filtrat dans un flacon en verre

recouvert par de I’aluminium, la conservation s’effectue a 4°C. (Figure 17,18).

Figure 17 : protocole de macération Figure 18 : protocole de filtration

(Herba alba) (Herba alba)

1.2.3.2 Extraction par décoction :
Protocole :

La premiére étape : on utilise 10 grammes de poudre de feuilles et on ajoute 200 ml d’cau
distillé on met le mélange sur un agitateur pendant 1h30min a 100°, puis on filtre avec du
papier filtre. (KONKON et al., 2006)
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Figure 19 : mélange de décoction Figure 20 : filtration de mélange

Le filtrat ainsi obtenu a été évaporé a sec dans une étuve a une température de 40°C,

pour donner un extrait aqueux (EA).

1.2.4 Préparation de I’extrait aqueux Hammada scoparia :

1.2.4.1 Préparation par décoction :

Matériel :
-25¢ de - 500ml d’eau distillé.
-chauffe - Ballon.

-Réfrigérant associé d’une source d’eau froide.

-Erlenmeyer + entonnoir + Papier filtre. -Flacon en verre + papier aluminium.
Protocole :
. Mettre la plante en poudre dans I'eau distillée et chauffer sur un agitateur magnétique

pendant 30 minutes a 10°C,

Aprés 30 minute ouverture du bouton de température a 100 °C pendant 1 heure.

. Refroidissement du mélange puis filtration sous vide, le filtrat ainsi obtenu a été

évapore a sec dans une étuve a une tempeérature de 40°C, pour donner un extrait aqueux (EA).
. Nous avons préparé deux extraits :

Extrait 1 : le filtrat ainsi obtenu a été évaporé a sec dans une étuve a une température de 40°C,

pour donner un extrait aqueux (EA) puis calcul du rendement.

Extrait 2 : conserver le filtrat au réfrigérateur a +4°C pour son utilisation dans 1’évaluation de

’activité antiprotozoaire in vitro.
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I1. Préparation milieu culture de paramécies :

I1.1 Matériel biologique :
Nous avons utilisé une culture d’un micro-organisme uni-cellulaire d'eau douce :

Paramecium sp qui constitue un bon bio-indicateur de pollution chimique d’eau douce
de plus, les paramécies présentes des caracteres physiologiques comparables a celle des
cellules épithéliales des étres humains, ce protiste constitue un excellent modéle biologique
pour la modélisation des tests antiprotozoaire.

Il .2 Méthodes
Il 2.1 Méthodes de culture des paramécies :
La méthode utilisee est celle de (Beaumont et cassier, 1998) et comprend :

a. Une culture mixte : il est effectué selon les étapes suivantes

> Du foin est coupé en petits morceaux et infusé dans un récipient contenant de 1’cau de
robinet ou I’eau de pluie c’est possible.

» La préparation est laissée dans un lieu tiede (15a 20°c), sombre et bien aére.

Quelques jours plus tard (3 a 4jours) apparait un voile bactérien sur la solution.

» On filtre ’infusion et on observe, sous microscope optique et sans coloration, les premiers
ciliés (Ces organismes se nourrissent au depend du voile bactérien).
b. Une culture pure (repiquage) :

Pour suivre pendant plusieurs semaines la descendance d’une paramécie ou pour obtenir
un grand nombre de ces Protozoaires, il est nécessaire de réaliser des cultures pures
(Wichterman, 1953).

Le milieu de culture est préparé selon la méthode de (Beisson et al., 2010).

» Pour obtenir une culture pure nous avons utilisé I’infusion des laitues.

» On fait une répartition du milieu de culture dans des flacons de 250 ml de 1’eau puis, on
filtre le liquide chaud.

» On Laisse reposer au moins une nuit avant I’ensemencement (Beaumont et Cassier,
1998).

» L’ensemencement : il se fait au fur et @ mesure des besoins, le milieu est dilué (2 parts de
milieu de culture meére pour une part d’eau distillée).




» On récupérer quelques cellules des paramécies a 1’aide d’une pipette et on ’ajoute au
milieu de culture.

> On laisse 48h, qui est le temps nécessaire pour la multiplication des paramécies.

1. 2.2 La confirmation de la paramécie :
Nous avons confirmé la présence du parasite « Paramécium sp » dans la culture obtenue.

L’examen direct s’effectue sous microscope optique (objectif x40 et objectif x100). Aprés
confirmation de la présence des paramecies a cilié, nous avons procédé a leur repiquage sur
de nouveaux milieux de culture et a leur mise a I’étuve a 26° pendant 7 jours.

I1. 2.3 Mode de traitement :

On subdivise la culture pure sur 10 erlenmeyers contenant chacun 200ml de culture pure, nous
avons retenu :

e Un erlenmeyer pour le témoin ;

e Trois erlenmeyers d’Extrait aqueux a 1%, 37 et 57 traite par Peganum harmala.

e Trois erlenmeyers d’Extrait aqueux a 1%, 37 et 57 traite par Hammada Scoparia.
e Trois erlenmeyers d’Extrait aqueux a 1%, 37 et 57 traite par Artemisia herba alba.

» On repique a partir de la culture mére de paramécie 2ml d’extrait en prélevant au niveau
de la surface de la culture pure a I’aide d’une seringue.

» On laisse la culture pendant 48h.

11 .3 Evaluation de P’activité antiprotozoaire des 3 plantes :

Le test de I’activité paramecium de I’extrait aqueux des 3 plantes se fait par :

> On Ajout 1 ml de I’extrait aqueux a 1%, 37 et 57 dans les neuf tubes sec
contenants la souche parasitaire (figure 23).

» Puis on compter les cellules au microscope.




. JO: Observation microscopique.

. J1: Observation microscopique.
. J2: Observation microscopique.
. J3: Observation microscopique.
. J4: Observation microscopique.
. J5: Observation microscopique.
. J6 : Observation microscopique.
. J7 : Observation microscopique.

L’observation microscopique est réalisée sous un microscope photonique au grossissement
objectif (x100) a (x400). (D) (E)

> Lors de ces observations on prend en considération : le mouvement,
morphologie, la taille, nombre, et la division cellulaire.

> Le résultat de ces tests est comparé a une culture témoin.

» Chaque jour on compter les cellules puis on ajout 1 ml d’extrait aqueux des
3 plantes.

Figure 23 : Le mélange de la souche protozoaire avec I’extrait de chacun des 3 plantes.
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Il .4 Calcul du pourcentage de réponse :

C’est une évaluation de la réponse du protiste vis-a-vis de ’extrait aqueux, les valeurs
positives de pourcentage de réponse indiquent une inhibition de la croissance, tandis que les
valeurs négatives de pourcentage de réponse indiquent une stimulation de la croissance

(Wong et al., 1999).

PR=CN-EN /CNx 100 PR : pourcentage de réponse

CN : nombre des cellules témoins

EN : nombre final des cellules traitées




Chapitre 1V

Résultats & Interprétation



I. Préparation des plantes
I.1 Rendement de I’extrait aqueux de la plante Péganum harmala :

Nous avons procédé a I’extraction des solutions aqueuses a partir de Peanum harmala par
trois méthodes différentes : la macération, la décoction et la méthode de soxhlet.

Afin de comparer les rendements de chacune d’entre elles, nous avons a cet égard
standardise les quantités : 12.5g de P. harmala + 250 ml d’eau distillée. On a calculé le
rendement (R7) apres I’évaporation de I’extrait résultant de chaque méthode utilisée par
I’équation suivante :

R’ =mf/mix 100

R’ : Le rendement.
mi : La masse initiale de matiere végétale.
mf : La masse finale (I’extrait en poudre apres le sechage).

Méthode de MI (9) MF (g) RENDEMENT 7
P’extraction

Macération 12.5 5.3 42.2

Méthode de soxhlet | 12.5 1.9 15.5

Décoction 12.5 3.88 31

Tableau 02 : Résultats du rendement de I’extrait aqueux de Peganum harmala.

Parmi les trois méthodes d’extraction, le meilleur rendement est obtenu par macération
(R7 =42.2 7) par rapport les deux autres méthodes (décoction et méthode de soxhlet), la
pluparts des manipulateurs préférent cette méthode, c’est généralement une extraction a froid
et par conséquent elle limite la libération et la perte de substances chimiques volatiles dans
I’air. Elle permet aussi d’éviter I’altération de substances organiques fragiles qui peuvent a
température plus élevée réagir et se dégrader, elle nécessite également moins de dispositif
spécial de chauffage, il s’agit 1a d’une méthode simple et peu coliteuse.

Cependant, il existe souvent un risque de contamination et de prolifération bactérienne
par rapport aux autres méthodes, et ceci a cause de sa durée relativement longue nécessitant
souvent plusieurs heures, de plus, la solubilité est moins bonne dans le solvant a froid.

La décoction est une tres ancienne méthode, mais qui arrive cependant juste derriere la
macération en terme de rendement, (R” = 31 7), le rendement le plus faible a été obtenu par la
méthode de soxhlet qu’il a un rendement faible (R% = 15.2 %) (graphique 24), mais cette
méthode moderne et facile est plus rapide et prend beaucoup moins de temps que les deux
précédentes. (F) (G)




45 -
40 ~
35 4
30
25 -
20 -
15 ~
10 ~

RENDEMENT

macération

@ RENDEMENT

méthode de decoction

soxhlet

Figure 24 : Graphique du rendement obtenu pour chaque méthode d’extraction (Peganum

harmala).

1.2 Rendement de I’extrait aqueux de la plante d’Artemisia herba alba :

Nous avons : 10g de H. scoparia + 200 ml d’eau distillée. On a calculé le rendement (R%)
apres 1’évaporation de 1’extrait.

Les résultats de cette manipulation sont représentés dans le tableau03.

Méthode de MI (9) MF (9) RENDEMENT /.
P’extraction

Macération 10 1.33 13.3

Décoction 10 2.1 21

Tableau 03 : Résultats du rendement de ’extrait aqueux d’Artemisia herba alba.
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Figure 25 : Graphique du rendement obtenu pour chaque méthode d’extraction (Artemisia
herba alba)

Le rendement le plus élevé a été obtenu par la méthode d’extraction par décoction suivie par
la méthode d’extraction par macération.

1.3 Rendement de I’extrait aqueux de la plante de Hammada scoparia « Remth » :

Nous avons a cet égard standardisé les quantités : 25g de H. scoparia + 500 ml d’eau

distillée. On a calculé le rendement (R”) aprés I’évaporation de I’extrait.

R’ =mf/mix 100

Méthode de MI (g) MF (g) RENDEMENT 7
Pextraction
Décoction 25 3.675 14.7

Tableau 04 : Résultats du rendement de ’extrait aqueux de Hammada scoparia.

Les résultats obtenus pour les extraits, montrent que le rendement le plus éleve est celui de
I’extrait de Haloxylon scoparium (Remth) sécheé a I'étuve (14,7 %) En paralléle.

'




Il. Teste in vitro et la confirmation de la paramécie :

Nous avons confirmé la présence des paramécies mobile vivant, la lecture se faite sous
microscope optique (objectif x100)

Figure 26 : La forme des paramécies sous le microscope optique (X100).

Ont observé au bout de quelques jours un voile grisatre qui s'est développé en surface. Il
est d0 a la présence d'étres vivants microscopigques observables seulement au microscope

Les paramécies : sont des étres vivants formés d'une seule cellule. Leurs cils présents sur
toute la membrane leur permettent de bouger et de se nourrir.

I11. Evaluation de I’activité antiprotozoaire des 3 plantes :
1.1 culture témoin :

On observe que le nombre des paramécies dans le milieu de cultures témoin est augmenté en
fonction du temps.

Les paramécies témoins ont des formes normales allongées (figure 27), (figure 28), avec un
déplacement selon une trajectoire bien définie.




Figure 27 : Observation microscopique
Des paramécies témoins (X40).

Figure 28 : obsarvation microscopique

Des paramecie temoins (X100).

Les jours J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7
N des paramécies 32 35 38 41 44 48 51
dans la culture témoin

Tableau 05 : nombre des paramecies dans la culture témoin
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40
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Figure 29 : Graphique du nombre des paramécies dans la culture témoin.




111.2 culture traitée par PExtrait aqueux a 17, 3/ et 57. de P Harmala :

Observation microscopique

Figure 30 : Resultats de I’effet de I’extrait aqueux (P.harmala).

17 37 57

J1 59 33 30
J2 27 25 22
J3 25 20 19
J4 22 18 15
J5 19 15 10
J6 15 12 10
J7 14 11 8

Tableau 06 : nombre des paramécies traité par (P harmla) 1%, 37 et 57 .
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Figure 31 : graphique représente I’effet antiprotozoaire de I’EA de P. harmala.




111.3 culture traitée par PExtrait aqueux a 17, 3% et 57. de hammada scoparia :

Observation microscopique

Figure 32 : Résultats de I’effet de I’extrait aqueux (hammada scoparia).

17 3 57
J1 33 33 30
J2 32 29 23
J3 27 25 21
J4 23 21 20
J5 21 22 18
J6 20 18 11
J7 19 16 10

Tableau 07 : nombre des paramécies traité par (H scoparia) 1%, 37 et 57.
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Figure 33 : graphique représente 1’effet antiprotozoaire de I’'EA de H scoparia.

111.4 culture traitée par I’Extrait aqueux a 1%, 3% et 57 d’artemisia herba alba :

Observation microscopique :

Figure 34 : Résultats de I’effet de I’extrait aqueux (artemisia herba alba).




17 37 YA
J1 35 35 32
J2 32 28 25
J3 28 26 25
J4 26 23 22
J5 25 20 16
J6 22 19 14
J7 21 19 13

Tableau 08 : nombre des paramécies traité par (artemisia) 1%, 37 et 5/
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Figure 35 : graphique représente 1’effet antiprotozoaire de ’'EA de artemisia herba alba.

IV. Calcul du pourcentage de réponse :

P. Harmala :
Pr 1% = 51-14 /51 x100 = 72%
Pr3% =51-11/51x100 = 78%

Pr 5% = 51-8 /51x100 = 84%




H. Scoparia :
Pr 1% =51-19/51x100 = 62%
Pr 3% =51-16 / 51x100 = 68%
Pr 5%=51-10/51%100 = 80%
Artemisia herba alba :
Pr 1%=51-21/51%100 = 58%
Pr 3%=51-19/51x100 = 62%

Pr 5%-=51-13/ 51x100 = 74%

IV. Discussion :

Les figures (31, 33,35) représente I’effet antiprotozoaire dés I’EA de P.harmala,
hammada scoparia, artemisia herba alba en fonction du temps et a différents concentration.

Ainsi, nous constatons que pour les témoins, le nombre des paramécies augmente
progressivement jusqu’a la 7éme jour.

Cependant, pour les traitées par les trois concentrations, nous constatons une diminution
progressive du nombre des paramécies jusqu’a la 7éme jour. Donc Plus la concentration des
extraits aqueux est élevée, plus le nombre de cellules est faible.

Les résultats obtenus pour les extraits, montrent que I'extrait de P harmala ont une effet
antiprotozoaire élevé suivi par I’extrait de H scoparia, et I’effet le plus faible a été obtenu par
I'extrait de artemisia herba alba.

De conclusion méme si I’alittérature indique que I’activité antiprotozoaire de P.haramala,
a éte testée avec succes en Iran. (Parvaneh R-M 2011) et pour artemisia herba alba a été
testée au maroc.




Conclusion :

Le protiste cilié utilisé dans notre travail occupe une position privilégiée dans les
écosystémes aquatiques, notamment par ce qu’il constitue a la fois I’'un des éléments de base
des réseaux trophiques et un modeéle alternatif de choix pour I’étude de I’impact de la
pollution sur notre environnement.

Cette étude montre I'intérét de Paramecium sp comme espece modeéle cellulaire pour
I'évaluation de I’effet antiprotozoaire de trois plantes médicinales Peganum harmala ;
Hammada Scoparia ; Artemisia herba alba.

Les résultats obtenus dans 1’analyse de I’activité antiprotozoaire a relevé que les extraits de
trois plantes étudieées ont montré leur effet antiprotozoaire vis-a-vis des paramécies.

D’un autre c6té, montrent que I'extrait de P harmala ont un effet antiprotozoaire élevé suivi
par I’extrait de H scoparia, I’effet le plus faible a été obtenu par l'extrait de artemisia herba
alba, tandis qu’exerce un effet antiprotozoaire dans les différentes concentrations 17, 27 et 37
pendant la période du testes.

Tous ces résultats convergent vers un comportement de ce modele cellulaire tres proche
de celui d'organismes supérieurs. Ceci conforte nos travaux et confirme leur intérét en tant
que modeéles biologiques pour les bio-essais.
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