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Résumé

Les plantes médicinales ont toujours une place importante dans 1’arsenal thérapeutique
pour I’humanité. L’objectif de la présente étude était d’évaluer les propriétés cosméceutique
et les activités biologiques des extraits de Nerium oleander, qui est une plante largement
utilisée dans la médecine traditionnelle. Dans cette contribution nous sommes intéresse a
déterminer la composition phytochimique de I’extraits hydrométhanolique de Nerium
oleander et d’étudier leurs activités biologiques. Les activités biologiques consistent une
évaluation de I’activité antioxydante (capacité antioxydant totale et le de piégeage du radical
DPPH), une évaluation de 1’activité antimicrobienne.

Les résultats des tests phytochimiques ont montré que la plante Nerium oleander récoltée
dans la région de sidi- maamar et la forét El-Okbane wilaya de Saida, avait une composition
phytochimique compris, tanins, composés réducteurs, quinones, stérols et les triterpenes ... .
Dans le méme contexte, L'extrait de Nerium oleander préparé par la macération a fourni  un
rendement moyen de 15.47 % obtenus a partir d’une seule extraction.

Les activités biologiques étudiées consistent : une détermination des concentrations
minimales inhibitrices (CMI) et bactéricide (CMB) ou fongicide (CMF) vis-a-vis 2 souches
fongiques ainsi que 7 souches bactériennes de références. Les zones d’inhibition obtenues
par la méthode des puits ont révélé que Bacillus cereus ATCC 11778 était la plus sensible
vis-a-vis de D’extrait hydrométhanolique par un diametre de 12,5 mm. Les valeurs de
concentration minimale inhibitrice (CMI) enregistrées par ’extrait étudié varient de 125
mg/ml a 1000 mg/ml, En conclusion, les résultats ont montré justifiés 1’importance des

plantes médicinale dans la vertu thérapeutique.

Mots clés : Cosmétique, plante médicinale, Nerium oleander, extrait, Activités biologiques,

activité antioxydante, activité antimicrobienne.
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Abstract

Medicinal plants still have an important place in the therapeutic arsenal for humanity.
The object of the present this study was to evaluate the cosmeceutic properties and the
biological activity of Nerium oleander hydromethanolic extract, which is a plant widely used
in the traditional medicine. In the contribution we are interested in determining the
phytochemical composition and instructs of Nerium oleander and studying their biological
activities. The biological activities consist of Nerium oleander an evaluation of the
antioxidant activities (total antioxidant capacity and the trapping of the DPPH radical) and an
evaluation of the antimicrobial activity.

The results of Phytochemical tests have shown that the plant Nerium Oleander harvested
in the region of Sidi- Maamar and El-Okbane wilaya Saida.

Had a Phytochemical composition included, tannins, reducing compounds, quinones, sterols
and triterpenes. In the same context the extract of Nerium oleander prepared by maceration
has provided an average yield of 15.47% obtained from a single extraction.

The biological activities studied consist of determining the minimum inhibitory (MIC) and
bactericidal (CMB) concentrations or fungicide (CMF) against 2 fungal strains as well 7
reference bacterial strains. The zones f inhibition obtained by the well methods revealed that
bacillus cereus ATTCC 11778 was the most sensitive to hydromethanolic of 12.5 mm. the
minimum inhibitory concentration values (MIC) recorded by the extracts studied really from
125mm/ml, in conclusion, the results showed justified the importance of medical plants in
therapeutic virtue.

Keywords: cosmetic, medical plants, Nerium oleander, extract, biological activities,

antimicrobial activities.
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Introduction

La cosmétologie est indissociable de I’histoire des civilisations. De tout temps, hommes et
femmes ont cherché a protéger, embellir et soigner leur apparence. Les plus anciens récipients
de produits cosmétiques retrouvés a ce jour datent d’environ 7.000 ans. La demande en produits
cosmétiques ne cesse de croitre dans nos sociétés ou le paraitre et le bien-étre ont une place
prépondérante. L'offre des produits cosmétiques s'est donc développée de fagon exponentielle
depuis quelques années grace notamment a la recherche scientifique et a la demande des
consommateurs. L'innovation est la ligne de conduite des laboratoires qui vont toujours plus
loin dans la recherche. Parallélement a ces avancées techniques, des polémiques se sont

développées concernant les substances chimiques présentes dans ces produits cosmétiques.

Aujourd’hui, les produits cosmétiques sont exposés facilement aux contaminations
microbiennes. Dans le but de palier a ce phénomeéne qui pose un réel probléme, ces produits
sont supplémentés des conservateurs chimiques qui ont pour rdle principale 'inhibition de la
croissance des microorganismes. Malheureusement, ces conservateurs sont a l'origine de
phénomeénes toxiques tres séveres. Le réservoir végétal reprend toute sa valeur bien qu’il soit
exploité depuis longtemps : on s’apergoit qu’il est toujours capable d’apporter des solutions

intéressantes aux problemes modernes.

Les végétaux constituent depuis toujours une importante ressource naturelle pour les sociétés
humaines. Ils servent a la fois pour I’alimentation et la confection d’autres biens de
consommations nécessaires aux sociétés. Les plantes fournissent également de nombreux
composés, tels que les ardmes, les antioxydants, les huiles, les parfums, les cosmétiques et les
molécules actives (médicaments). Ce sont des ressources renouvelables ; malheureusement
certaines especes sont en danger (Sato et al., 2001). Selon 'OMS, pres de 80% des populations
des pays en voie de développement de la région d’Afrique ont recours a la médecine

traditionnelle (OMS, 2000).

Dans le cadre de nos travaux relatifs aux plantes aromatiques et médicinales, nous nous sommes
intéressés a 1’évaluation de quelques activités biologiques des extraites de Nerium oleander

récoltée a Saida.
Les principaux chapitres de la synthése bibliographique sont :

» Le premier chapitre, nous étudierons les généralités sur la cosmétique et sa conservation

» Dans le deuxiéme chapitre, nous étudierons des généralités sur les plantes médicinales
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» Le troisiéme chapitre est consacré a présenter une monographie sur la plante étudiée

Nerium oleander.

Le matériel végétal a été récolté dans des zones différentes. Les fleurs de Nerium oleander ont
été récoltées dans la région de sidi- maamar et la forét E1-Okbane, a la wilaya de Saida. L’extrait
hydromethanolique est réalisé par la macération. Aussi, nous avons caractérisé cet extrait en

composition chimique. Ensuite, nous avons évalué les activités biologiques suivantes :
e Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) par la méthode

Des micro-dilutions sur milieu liquide et les concentrations minimales bactéricides (CMB) ou
fongicide (CMF) vis-a-vis deux (2) souches fongiques ainsi que sept (7) souches bactériennes

de références.
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Chapitre 1 Généralités sur la cosmétique et sa conservation

Chapitre I : Généralités sur la cosmétique et sa conservation
1. Définition et réglementation :

Le mot cosmétique vient du grec kosméticos de kosmos, qui veut dire la beauté, 1’ordre,
I’ornement, la parure et la belle apparence (Soulaymani-Bencheikh, 2011). Un mot qui, dans
I’antiquité grecque, ne s’appliquait pas qu’au ciel, mais servait a évoquer la beauté de I’ordre
d’une armée préte a la bataille, et qui pouvait donc impressionner I’ennemi (Anne—Marie,
2016). Selon la définition donnée par le Code de la Santé Publique, dans ’article L. 5131-1 :
« On entend par produit cosmétique toute substance ou mélange destiné a étre mis en contact
avec les parties superficielles du corps humain (I'épiderme, les systémes pileux et capillaire,
les ongles, les lévres et les organes génitaux externes) ou avec les dents et les muqueuses
buccales, en vue, exclusivement ou principalement, de les nettoyer, de les parfumer, d'en
modifier l'aspect, de les protéger, de les maintenir en bon état ou de corriger les odeurs

corporelles» (Martini ez al., 2006).

Cette définition n’est pas nouvelle puisqu’elle a été établie a peu pres sous cette forme lors de
la rédaction de la loi frangaise de 1975 imposant une réglementation des produits cosmétiques
a la suite de la tragique affaire du talc Mohrange (Pochet ef al., 2006). 36 enfants décédés et
168 autres gravement intoxiqués, suite a une erreur de manipulation lors de la fabrication du
produit (Belaoufi, 2016). Un an aprés, une Directive européenne relative aux produits
cosmétiques munie d’annexes voyait le jour. Elle a donné lieu a de nombreuses interprétations
: la phrase « destinée a étre mise en contact avec les diverses parties superficielles du corps
humain » était censée séparer distinctement le produit cosmétique de la définition du

médicament (Pochet ez al., 2006).

La création de I’Union Européenne (UE) a nécessité 1’élaboration et 1’adoption de textes
réglementaires au niveau européen avec pour objectif d’harmoniser les législations ; la
réglementation des cosmétiques n’échappe pas a ce phénomene. Dés 1976 la réglementation
sur les cosmétiques a été mise en place par la directive 76/768/Commission Européenne
d’étiquetage (CEE1), inspirée du modele francgais. Depuis, cette réglementation n’a cessé
d’évoluer, de se complexifier, en se précisant au fil des amendements, pour en 2003 conduire
a une impasse sur 1’expérimentation animale qui a été résolue temporairement par la directive

2003/15/ Commission Européen (CE) (Directive 2003/15/CE JOCE L66 du 11/03/2003).
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2. Frontieres entre cosmétique et médicament :

Le cosmétique, dont la fonction premiere est de nettoyer et d’embellir, a été longtemps
considéré sans activité thérapeutique curative (Bernier, 2018). Généralement, un produit
cosmétique est utilisé dans le traitement direct de la surface externe du corps humain afin de
remplir les quatre fonctions suivantes : (1) entretien en bon état ; (2) changement d'apparence

; (3) la protection ; et (4) correction de I'odeur corporelle (Halla et al., 2018).

La différenciation sera néanmoins toujours délicate, les critéres de définition du médicament
pouvant s’appuyer sur la présentation, la fonction, la composition, le vocabulaire employ¢.
Selon les revendications, un produit pourrait donc étre cosmétique ou médicament. Ainsi, un
produit anti-acnéique est un médicament, 1’acné étant une pathologie; la méme formule
considérée comme « régulatrice de la sécrétion sébacée » représenterait un produit cosmétique

(Belaoufi, 2016).
3. Sécurité microbiologique des produits cosmétiques :

La sécurité microbiologique des produits cosmétiques a toujours été¢ d'un intérét particulier
pour les industries car la détérioration microbienne peut entrainer une dégradation du produit
ou, dans le cas d'agents pathogeénes, un contact intime avec une peau cassée ou endommagée
peut entrainer un danger pour la santé du consommateur et potentiellement propager une
infection (Lemini et al., 2003). D'une maniére générale, tous les produits, y compris les
cosmétiques, contenant de I'eau et des composés organiques/inorganiques dans des conditions
physicochimiques appropriées, sont exposés a une contamination microbienne. Cela justifie
pourquoi ces produits nécessitent une protection efficace et adéquate contre la prolifération
des micro-organismes (Halla et al., 2018). De nombreuses questions se sont posées
concernant la sécurit¢é des conservateurs traditionnels/chimiques. Les parabénes, les
conservateurs les plus utilisés dans le monde, ont de faibles propriétés de type cestrogéne
(Lemini et al, 2003). En décembre 2005, la Cosmetic Ingredient Review a rouvert
I'évaluation de 1'innocuité des parabénes car un lien entre la présence de parabénes dans les
tissus mammaires et le cancer du sein avait été suggéré (Darber et al., 2004; Epstein, 2006).
Les principes de la technologie d'autoconservation sont: 1-Bonnes pratiques de fabrication
(BPF) ; 2 -Emballage appropri¢ ; 3- Forme d'émulsion ; 4- Activité ; 5-Contréle du pH ; 6-

Ingrédients antimicrobiens multifonctionnels (Varvaresou et al., 2009).
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4. La contamination microbienne des produits cosmétique :

Les industriels doivent controler la qualité microbiologique et la composition des produits
cosmétiques qu’ils fabriquent. En conséquence ils sont amenés a vérifier la contamination des
produits, ou I’absence de bactéries pathogénes, ou encore le taux de bactéries commensales.

(Flavie, 2011). Le tableau 01 montre quelques exemples des produits cosmétiques contaminés

par les microorganismes.

Tableau 01 : Exemple des produits contaminés microbiologiquement (Edlira et al.,

2016).
Produit contaminé Microorganismes UFC/g Pays d'origine
Beurre de karité P. aeruginosa, S. aureus, 1000 Allemagne
C. albicans

Kit de maquillage pour Micro-organisme aérobie 1300 Hong Kong
enfant mésophile
Produit éclaircissant pour Flore mésophile aérobie 1083 Espagne
la peau
Démaquillant Burkholderia cepacia Non precise L'Autriche
Créme de massage S. aureus Non precise L'Autriche
Lait démaquillant Mésophile aérobie total 430 000/820 Italie

(levure et moisissure) 000/6 000

000/7 500
000

Teinture capillaire Micro-organisme aérobie 140 000/19 République
naturelle mésophile 000/26 000 Tcheéque
Lotion pour la peau P. aeruginosa 19000 000 Hongrie
Gel de massage Enterobacteriaceae 5100 000 Thailan
Shampooing / gel douche | E. cloaceae, C. freundii, P. 1.100.000 / Allemagne

putida, K. pneumonia 19.000.000
Maquillage pour les yeux Flore mésophile aérobie 5000 Pakistan

Les contaminations primaires peuvent étre la conséquence des matieres premieres utilisées,
des locaux, du matériel ou encore du personnel chargé de la fabrication. Les contaminations
secondaires résultent quant a elles de [l’utilisation du produit par le consommateur

(Boukhaira, 2017).
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Si les produits cosmétiques ne sont pas correctement conservés, la contamination microbienne
peut entrainer des altérations dans la composition, 1'odeur ou la couleur du produit (Alvarez et
al., 2008). La majorité de ces produits ont un pH presque neutre. Bien que ces produits soient
conservés efficacement, il existe des risques de contamination. Les résultats d'une telle
contamination peuvent ne pas étre bons pour la santé (Saba et al, 2017).4.1. Origine de la

contamination :

La contamination microbiologique des produits cosmétiques peut se dérouler en deux étapes:
soit lors de leur fabrication ou de leur remplissage, soit lors de l'utilisation du cosmétique par

le consommateur (Janetos et al., 2018 ; Lundov et al., 2008).

Lors des étapes de production, les cosmétiques peuvent étre contaminés par différentes
sources : les matieres premieres (ingrédients actifs, eau, agents colorants), les emballages
primaires (contenants), 1’atmospheére des locaux de production, et le personnel. Lors de leur
utilisation, ils sont soumis au contact de la salive, des mains, de I’eau et de ’air qui sont

autant de sources potentielles de contamination microbienne (Florence, 2018).

La principale matiére premiére concernée est 1’eau, d’ou ’attention particuliére qui doit étre
apportée a sa production et a son controle. Sont également particulicrement a surveiller les
matieres premi€res d’origine biologique, mais aussi d’origine végétale (surtout les eaux

florales, par exemple) et d’origine minérale (bentonites, etc.) (Cohen et al., 2009).

Il ya plusieurs catégories de matiere premicre tel que Eau Acides, alcalis, sels ;Huiles, cires,
paraffine Acides gras, alcool, esters Tensioactifs, émulsifiant Talc, argile Protéines, amidons,
plantes, gomme et résine Humectants Couleur et pigments Conservateurs, antioxydants et

agents chélateurs Parfums, huiles essentielles (Abaas et al., 2013).
4.2. Les germes contaminants :

Les micro-organismes susceptibles de contaminer les produits cosmétiques sont donc ceux
faisant partie de notre environnement au quotidien (Prescott et al., 2003). Des études ont
montré que les micro-organismes les plus fréquemment trouvés dans les cosmétiques sont
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella oxytoca, Bacillus cepacia, Staphylococcus aureus
Escherichia coli, Candidat albicans, Enterobacter gergoviae et Salmonella marcescens, mais

aussi d'autres bactéries, champignons et levures (Tableau 02) (SCCP, 2015). Le micro-
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organisme le plus fréquemment trouvé était le Pseudomonas aeruginosa pathogene (35,48%)

(Edlira et al., 2016).

Tableau 02 : Bactéries potentiellement pathogenes isolées a partir de préparations
cosmétiques (Abaas et al., 2013)

Espéce bactérienne

Type respiratoire

Bactéries Gram+/

Staphylococcus aureus

Aero anaérobies facultatives

Staphylococcus epidermidis

Anaérobie facultative

Clostridium spp.

Strictement anaérobie

Bactéries Gram-/

Serratia liquefaciens

Anaérobies facultatives

Pseudomonas fluorescens

Acérobies stricts

Pseudomonas ccepacia

Acérobies stricts

Proteus vulgaris

Aero-anaérobies

Providencia stuartii

Aero-anaérobies

Morganella morganii

Aero-anaérobie facultative

Klebsiella pneumonia Anaérobies facultatifs
Hafniaalvei Anaérobique
Acinetobacter calcoaceticus Aérobique

Enterobacter agglomerans

Anaérobies facultatifs

Citrobacter diversus Anaérobie facultatif capable de

respiration aérobie.

5. Les conservateurs antimicrobiens :

Les conservateurs sont des produits chimiques antimicrobiens ajoutés aux cosmétiques pour
les protéger contre les agressions microbiennes causées par les matiéres premieres, la
fabrication et l'utilisation par les consommateurs (Lemini ez al, 2003). La réglementation
cosmétique ((CE) n°1223/2009) définit par « agents conservateurs les substances qui sont
exclusivement ou principalement destinées a empécher le développement de micro-
organismes dans le produit cosmétique » (Neacsu et al., 2013). Un conservateur est une
substance d'origine naturelle ou synthétique destinée a inhiber le développement des micro-
organismes.Cette inhibition doit étre efficace sur un large spectre d'activité et devrait avoir
une durée plus longue que le produit cosmétique lui-méme, étant équivalente a la durée de

conservation prévue plus le temps d'utilisation (Halla ez al., 2018). Le conservateur idéal doit
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étre incolore, inodore, hydrosoluble, non toxique, non allergéne, efficace sur un large éventail
de bactéries a des pH trés différents (Giménez et al., 2010). Les conservateurs protégent les

produits cosmétiques des contaminations apportées lors de la fabrication par :

» Les matiéres premicres (I’eau, les principes actifs d’origine biologique, les— colorants, le
talc...) ;

» Les articles de conditionnement ;

» L’atmosphere des ateliers

> Le personnel

Ils ont aussi un role protecteur lors de ’utilisation par le consommateur qui pollue le produit

au moment du prélevement (Martini et al., 2008).
5.1. Les différents types de conservateur en cosmétique :

La conservation est I'un des sujets les plus difficiles de la cosmétique sont de telle sorte que la
plupart des efforts dans la recherche sur la formulation sont consacrés a cet objectif. Deux
grandes classes des conservateurs sont utilisés dans I’industrie des cosmétiques, il s’agit des

conservateurs synthétiques et ceux naturels (Dweck et al., 2001).
5.1.1. Conservateurs synthétiques :

En Europe, le reglement cosmétique (CE 1223/2009) a autoris¢ I’utilisation de 56
conservateurs synthétiques pour lutter contre la croissance des micro-organismes (ERCPR
1223, 2009). Les esters d'acide p-hydroxybenzoique (parabens) (figure 01) sont les
conservateurs les plus fréquemment utilisés, provoquant une irritation sensorielle de la peau
en cosmétique (Eunyoung et al., 2007). Les parabénes sont une famille d’esters de I’acide
parahydroxybenzoique. Les plus courants a ce jour sont le méthylparabéne (MP),
I’¢éthylparabene (EP), le propylparabéne (PP) et le butylparabéne (BP) (Edlira et al, 2016).
D’autres conservateurs synthétiques utilisés pendant des décennies tels que acide p-

hydroxybenzoique, phénoxyéthanol et imidazolidinylurée (Audrey et al., 2016).

Le phénoxyéthanol (PE), un conservateur a 1'éther aromatique, est utilisé en cosmétique.Selon
le schéma de classification du rapport Cosmetic Ingredient Review, le PE est pratiquement
non toxique pour l'homme lorsqu'il est administré par voie orale ou percutanée. La
chlorphénésine (CPN) est un puissant agent antibactérien et antifongique pour les

dermatophytes courants, avec une faible toxicité. Le PE et le CPN sont utilisés avec d'autres
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conservateurs tels que les parabens en raison d'activités antimicrobiennes relativement faibles

(Eunyoung et al., 2007).
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Figure 01 : Structures chimiques de certains conservateurs autorisés en Europe (Halla et al.,

2018)

Le choix du conservateur (ou mélange de conservateurs) utilis¢é pour protéger un produit
cosmétique se fait selon les critéres suivants (Figure 02) (Fourniat et al., 2006):
» Spectre d’activité
Compatibilité avec le procédé de fabrication,
Solubilité dans 1’eau pH de la formulation

Coefficient de partage huile/eau

vV V V VYV

Compatibilité avec les autres ingrédients

» Compatibilit¢ avec les matériaux de conditionnement (Ibarra et al, 2008;

Varvaresou et al., 2010).

11

—
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Figure 02 : Fréquence d’utilisation des conservateurs dans les produits cosmétiques en

2015 (Pastor-Nieto et al., 2017)
5.1.2. Conservateurs naturels :

Parmi les extraits naturels possédant un potentiel antimicrobien, on peut distinguer les huiles
essentielles et les extraits bruts de plantes (Fernandez et al ;2012).1] existe un certain nombre
d'huiles essentielles et d'extraits d'origine vegétale qui possedent d'excellentes activités
antimicrobiennes et qui ont été utilisés seuls ou en combinaison avec des conservateurs

chimiques pour la conservation des produits cosmétiques (Patrone et al., 2010).
a. Les huiles essentielles :

Les mécanismes par lesquels les huiles essentielles exercent leur activité antibactérienne sont
incompleétement compris, mais il y a un certain nombre de mécanismes proposés (Holley et
al., 2005). Leur utilisation comme agents de conservation est due a la présence de composés
ayant de propriétés antimicrobiennes et antioxydantes (Kehal, 2013). Les huiles essentielles
peuvent agir selon deux modes en fonction des microorganismes concernés et du type de
molécules qu’elles contiennent. Elles peuvent soit inhiber la multiplication cellulaire
microbienne et ainsi avoir un effet microbiostatique; soit entralner la mort des
microorganismes et ainsi avoir un effet microbicide ( Liang et al., 2011; Oyedemi et al.,

2009).

12

—
| —



Chapitre 1 Généralités sur la cosmétique et sa conservation

b. Extraits bruts :

Les extraits sont des mélanges complexes de composés, non aromatiques, isolés de diverses
parties de la plante par extraction avec les solvants et les techniques appropriés (Vania et al.,
2009).

Les extraits naturels présentent une grande complexité chimique; leur composition chimique
n’est souvent pas bien connue. Un certain nombre d’extraits végétaux ont été étudiés pour
leurs propriétés antimicrobiennes et sont aujourd’hui présents sur le marché de la cosmétique,
tels que I’extrait de pépins de pamplemousse ou I’extrait de lichen (Karagoz et al, 2009;

Bolzinger et al., 2006).

Tableau 03 : Origine des conservateurs utilisés dans les principaux labels bio (Cohen ez

al., 2009)

Agent conservateur Exemple de présence dans la Label qui autorise

nature son utilisation
Acide benzoique et ses sels Retrouvés dans le benjoin BDIH, Ecocert, Natrue
Acide formique et son sel Retrouvés dans les orties et les Natrue, Ecocert
de sodium aiguilles de sapin
Acide propionique et ses Transformation des hydrates de Natrue, Ecocert
sels carbone en acide propionique par

Lactobacillus casei, Bacillus

subtilis ou Propionibacterium

pentosaceum
Acide salicylique et ses sels | Retrouvés sous forme d’hétérosides BDIH, Natrue,
dans la reine des prés Ecocert, Nature et
Progres
Acide sorbique et ses sels Retrouvés dans les graines du BDIH, Natrue, Ecocert

sorbier des oiseleurs

Alcool benzylique et ses sels | Retrouvés dans I’huile essentielle | BDIH, Natrue, Ecocert

de fleurs de jasmin et d’Ylang

Ylang
( ]
t 2 )
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5.2. Les mécanismes d’action des conservateurs :

Les conservateurs antimicrobiens sont utilisés pour pallier toute contamination ou
prolifération microbienne. Pour résister a ce probléme, une large gamme de conservateurs est
développée (NakiSiviri et al., 2006).

Les conservateurs peuvent cibler les bactéries (antibactériens) et/ou les levures et moisissures
(antifongiques). Ils peuvent avoir deux modes d’actions : soit ils ¢éliminent les
microorganismes de maniere irréversible (bactéricides ou fongicides), soit ils inhibent la
multiplication des micro-organismes sans les ¢liminer (bactériostatiques ou fongistatiques)
(Cohen et al., 2009).

En effet, les conservateurs peuvent agir en dénaturant les protéines situées au niveau de la
paroi cellulaire bactérienne, sur les membranes, la synthése des protéines ou encore en
altérant les systémes enzymatiques et en dénaturant les acides nucléiques pour modifier le
systéme de reproduction des cellules eucaryotes (Mussard et al., 2006).

Les conservateurs doivent protéger la formulation contre plusieurs bactéries, levures,
moisissures et contre le stress oxydatif. Ils doivent étre stables et actifs pendant la durée de
conservation des cosmétiques et compatibles avec les autres ingrédients de la formulation
(Amaral et al., 2011).

Les conservateurs peuvent agir a différents niveaux du métabolisme ou de la structure du
microorganisme. En revanche, on ne sait pas précisément comment fonctionne chacun des
conservateurs utilisés, il est dans tous les cas nécessaires de réaliser des controles de
l'efficacité de la protection antimicrobienne. Il existe plusieurs méthodes par exemple : les
méthodes dites de surinfection ou de challenge-test permettent de contrdler in situ 'efficacité
du systeme de conservation d'une préparation. Le principe général est identique : il consiste
en la contamination du produit par un inoculum déterminé de micro-organismes tests et au
suivi de I'évolution de la population viable dans le produit contaminé par dénombrement des
germes revivifiables dans des échantillons prélevés a intervalles de temps donnés (Martini et

al., 2006).
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Chapitre II : Généralités sur les plantes médicinales et leur application en cosmétique
1. Plante médicinale :

Les végétaux constituent depuis toujours une importante ressource naturelle pour les sociétés
humaines. Ils servent a la fois pour I’alimentation et la confection d’autres biens
de consommations nécessaires aux sociétés. Les plantes fournissent également de nombreux
composés, tels que les ardmes, les antioxydants, les huiles, les parfums, les cosmétiques et les
molécules actives (médicaments). Ce sont des ressources renouvelables ; malheureusement
certaines especes sont en danger. Cela peut étre di a la destruction de leurs habitats naturels,
mais aussi a une sur- exploitation des ressources en lien avec des difficultés techniques
de cultures. L’ensemble de ces facteurs aggravants conduit a une réduction de la diversité

végétale (Sato et al., 2001).

Selon la définition de la Pharmacopée Frangaise (11éme édition en vigueur) : «Les plantes
Médicinales sont des drogues végétales au sens de la Pharmacopée Européenne dont au moins

une partie possede des propriétés médicamenteuses» (Hordé, 2014).

L'Algérie, grace a sa situation géographique particuliére, sa superficie étendue et son relief,
bénéficie d’une gamme trés variée de climats et de sols, favorisant le développement
d’une flore riche et diversifi¢e. En effet, le territoire Algérien couvre d’importantes ressources
végétales réparties sur les zones cotieres, les massifs montagneux, les hauts plateaux, la
steppe et les oasis sahariennes. Donc une source de matiére médicale riche et abondante,

représentée par 3000 especes (Cheriti ez al., 2012).

Dans le monde, les plantes ont toujours été utilisées comme médicaments. Les médicaments
a base de plantes sont considérés comme peu toxiques et doux par rapport aux médicaments
pharmaceutiques (Dibong et al., 2011). Apres avoir combattu la médecine traditionnelle
pendant longtemps, les médecins et organismes de santé reconnaissent désormais la valeur

et I’efficacité des traitements par les plantes (Jiofack et al., 2010).
2. La Phytothérapie :

La phytothérapie est un terme d’origine grecque « phytostherapeuo » ; « phytos » qui signifie
plante et « therapeuo » qui signifie traiter ou soigner. Selon I’organisation mondiale
de la sant¢ (OMS), la phytothérapie est le traitement médical le plus utilis¢ dans le monde

(Gazengel, 2013).
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La phytothérapie est l’utilisation des plantes médicinales a des fins thérapeutiques. C’est
une pratique aussi vieille que 1’histoire de ’humanité puisque et depuis des millénaires, tous
les peuples ont élaboré des recettes selon leur intelligence, leur génie, leur conception
culturelle de la santé, de la maladie et les rapports qu’ils entretenaient avec leur

environnement (Leslie, 2004).

Les produits naturels présentent un grand intérét comme maticre premiere destinée
aux différents secteurs d’activité tels que : la cosmétique, la pharmacie, 1’agroalimentaire, le
phytosanitaire et 1’industrie. Ainsi, 'utilisation des remeédes a base de plantes connait
derniérement un engouement sans précédent. De plus en plus de gens sont a la recherche de
médicaments "naturels" et il semblerait méme que les cosmétiques et les produits d'entretien a
base de plantes soient aujourd'hui de plus en plus utilisés. Selon I'OMS, pres de 80% des
populations des pays en voie de développement de la région d’Afrique ont recours a la

médecine traditionnelle (OMS, 2000).
3. Phytocosmétologie:

La nature, qui a abondamment pourvu le régne animal de plumages, de pelages, de cris, de
chants, et d’odeurs spéciales en vue de la séduction, n’a rien procuré¢ de ce genre aux humains.
Aussi ont-il cherché depuis les temps les plus reculés a se rendre plus brillants, plus attirants,
en changement la couleur de leur teint, en rendant leurs lévres plus colorées, leurs yeux plus
lumineux, leur odeur plus agréable. Puis, ce qui est aussi particulier a race humaine, elle s’est
appliquée par tous les moyens a retarder 1’apparition des signes inexorables de vieillesse. Les
fards, les masques de beauté, les parfums existent depuis la plus haute antiquité ; ce sont les
plantes qui ont fourni les ancétres de nos poudres, de teintures et de pommades, nom que
portaient dans le passé les crémes de beauté, dont le premier support fut la pulpe de pomme,

crue ou cuite (Reader’sDigest, 1986).

Les produits que nous proposent les industriels de la beauté ont presque tous perdu leur
support végétal. Les détergents des shampooings, les antiseptiques sont chimiques, les
essences et les colorants sont le plus souvent synthétiques. Ils sont devenus des maux courants
les éruptions, 1’eczéma, les photosensibilisations, ainsi que 1’intolérance aux teintures, d’ou la
recommandation obligatoire d’un essai préalable sur une méche de cheveux. Méme les savons
et leurs parfums artificiels provoqués des dermatoses. Il est évidemment difficile de prendre la

décision de se passer de ces produits, qui sont d’un emploi quotidien, dont la conservation est
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facile et qui ne moisissent, ni ne rancissent, ni ne fermentent, alors que les produits a base
de plantes fabriqués a la maison doivent étre conservés au réfrigérateur, utilisés rapidement,
jetés au moindre soupcon d’altération. Il faut savoir que les déodorants, les teintures, les anti-
transpirants, les dentifrices, les shampooings, les masques de beauté, les lotions toniques, les

démaquillants peuvent étre naturels (Reader’sDigest, 1986).

Exemple sur [Dutilisation des plantes médicinale dans cosmétique: Les cremes et

pommades :

Les pommades sont des préparations de consistance semi-solide permettant une pénétration
percutanée de principes actifs. Elles sont réalisées a I’aide d’un excipient a phase unique
c’est-dire soit hydrophobe soit hydrophile, contrairement aux crémes qui sont multi phases
Parmi les excipients utilisés nous pouvons citer : cires, huiles végétales, glycérine, hydrolat
sou encore alcool. Sont ajoutés des principes actifs qui sont dissous ou dispersés en leur sein.
On peut y mélanger entre autres des huiles essentielles, des teinture-meére, des extraits fluides
ou des plantes fraiches. Il conviendra de conseiller au patient de bien appliquer la créme en

massage ce qui permettra une action en profondeur des principes actifs (Charrié et al., 2017).
4. Principes actifs des plantes médicinales :

Les plantes biosynthétisent une gamme trés vaste de composé€s organiques qui sont
traditionnellement considérés comme métabolites primaires et secondaires, bien que
les limites précisées entre les deux groupes peuvent, dans certains cas, étre un peu ambigiies

(Crozier et al., 2006).

Les métabolites primaires sont des produits issus directement des photoassimilats (sucres
simples, acides aminés, protéines, acides nucléiques et organiques), qui participent a la
structure de la cellule végétale ainsi qu’a son fonctionnement de base (Hopkins, 2003). Par
opposition, les métabolites secondaires (MII) ne sont pas produits directement lors de la
photosyntheése mais sont synthétisés a partir des métabolites primaires et résultent de réactions

chimiques ultérieures (Croteau et al., 2000 ; Raven et al., 2000).

Ces molécules bioactives sont produites a différents endroits de la cellule dans des parties
spécifiques de la plante en fonction du stade de développement. De fagon générale, le role
du métabolite secondaire est en lien avec sa localisation au sein de la plante (Zobel et Brown,

1990).
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Les métabolites primaires sont les composés qui ont des roles essentiels lies a la
photosynthese, la respiration et la croissance et le développement. Il s'agit notamment
des phytostérols, des lipides acyles, des nucléotides, des acides aminés et les acides
organiques. Les autres composés phytochimiques, dont beaucoup s'accumulent en
concentrations étonnamment ¢€levées chez certaines especes, sont considérés comme des
métabolites secondaires. Ceux-ci ont des structures diverses et nombreuses et sont repartis

entre un nombre trés limité d'espéces dans le régne végétal (Wink, 2010).

Bien ignore pendant longtemps, leur fonction dans les plantes attire de plus en plus 1’attention
car certains métabolites semblent avoir un réle clé dans la protection des plantes contre
les herbivores et les infections microbiennes, comme attractifs pour les pollinisateurs

(Croteau et al., 2000).

Les métabolites secondaires sont également d'un intérét en raison de leur utilisation comme
colorants, fibres, colles, huiles, cires, agents aromatisants, des médicaments et des parfums, et
ils sont considérés comme des sources potentielles de nouveaux médicaments naturels, des

antibiotiques, insecticides et les herbicides (Dewick, 2002)
5. Classification des métabolites secondaires chez les plantes médicinales :

Chez les végétaux, ces composés secondaires regroupent des dizaines de milliers
de molécules différentes classées en familles chimiques telles que les polyphénols,les

terpeénes, les alcaloides etc... (Elkolli, 2016).
5.1. Phénols, polyphenols et tanins :

Les composes phénoliques sont caractérisés par au moins un cycle aromatique avec un ou
plusieurs groupes hydroxyles attaches. Plus de 8000 structures phénoliques ont été rapportées
et ils sont largement disperses dans le regne végétal (Strack, 1997). Le tableau 04 figure

quelques exemples des polyphénols.

Les composes phénoliques vont du simple, de faible poids moléculaire, a un seul cycle
aromatique jusqu’aux tanins volumineux et complexes et les drives polyphénoliques.
Ils peuvent étre classés en fonction du nombre et de 1'arrangement de leurs atomes de carbone
et on les trouve couramment conjugués a des sucres et des acides organiques. Les composés
phénoliques peuvent étre classés en deux groupes : les flavonoides et les non flavonoides

(Monicaet al., 2010).
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Tableau 04 : Squelettes structuraux des composes phénoliques et polyphénoliques (Selles, 2012).

Nombre
de Squelette | Classification Exemple Structure de base
carbones
Acides Acide gallique
7 Co6-Cl phénoliques COOH
O
8 C6-C2 | Acétophénones | Gallacétophénone @_(
OCH,
Acide Acide COOH
8 Co6-C2 phénylacétique | p-hydroxyphenyl-
acétique
9 C6-C3 Acides Acide p- / coor
Hydroxycinna coumarique
miques
0 [9]
9
C6-C3 Coumarines Esculetin
P
0
10
C6-C4 Naphthoquino Juglone
nes
0
O
[
13 W
C6-C1-Co Xanthones Mangiferin \ " Z
o
L J
C6-C2-C6 | Stilbénes Résveratol ‘
15
C6-C3-C6 | Flavonoides Naringenine 0
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Les flavonoides sont des composés polyphénoliques comportant quinze atomes de carbone,
avec deux cycles aromatiques reliés par un pont a trois carbones. Les flavonoides sont
responsables de la couleur variée des fleurs et des fruits, sont présents en concentrations
¢élevées dans 1'épiderme des feuilles et représentent une source importante d'antioxydants dans
notre alimentation (Monicaet al., 2010). Ils forment une sous-classe des polyphénols. Il y en a

plus de 6000 a avoir été décrits chez les plantes (Bruneton, 2009).

C’est la famille des composés phénoliques la plus nombreuse. Chez les plantes, les
flavonoides jouent un rdle dans la protection de la plante contre les Ultra-violets et de défense
contre les pathogénes et les insectes ravageurs. Elles sont aussi impliquées dans la
pigmentation, la stimulation de fixation de l'azote et la résistance aux maladies (Pierpoint,

2000).
5.2. Terpénes :

Les terpénes, ou isoprenoides, ou terpénoides sont l'une des classes les plus diverses
de métabolites secondaires. Il a été répertorié¢ plus de 30 000 composés dont la trés grande
majorité est spécifique du régne végétal et qui englobe les ardmes et parfums, les
antibiotiques, les hormones végétales et animales, les lipides des membranes... (Buckingham,

2004).

Les terpeénes sont des constituants habituels des cellules végétales, impliqués ou non
dans des fonctions métaboliques essentielles. La plupart des terpénes ont des structures
cycliques. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette
d'une unitéisoprénique a 5 atomes de carbone (CsHs) (figure 03). Les divers squelettes

terpéniques sont classés par le nombre de chainons isopreniques qui les composent :
_ Monoterpenes Cio

_ Sesquiterpenes Cis

_ Diterpénes Cao

_ Triterpenes Cso
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Ainsi, les monoterpénes sont constitués par 10 atomes de carbone ou deux unitéisoprénique.
Ils sont volatils, entrainables a la vapeur d'eau, d'odeur souvent agréable et représentent la

majorité des constituants des huiles essentielles (Lamarti et al., 1994).

Sur le plan économique et santé¢ humaine, I’importance des terpénes des plantes ne cesse de
croitre (Sangwan et al., 2001). La culture du matériel végétal spécifiquement pour sa teneur
en terpenes est maintenant une activité économique majeure. D'autre part, un nombre
croissant de terpénes ont une activité antibactérienne et des propriétés anticancéreuses. La
toxicit¢é des monoterpénes et des caroténoides notamment est relativement faible et leur
biodisponibilité¢ dans le régime alimentaire est élevée, ce qui rend ces composés intéressants

comme agents thérapeutiques potentiels (Croteauet al., 1999).
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Figure 03 : squelettes structuraux de quelques terpenes.
5.3. Les Alcaloides :

Ils sont des composés azotés complexes généralement d'un effet physiologique puissant
(exemple : Pyridine, figure 04). Ce sont pour la plupart des poisons végétaux trés actifs, dotés
d’une action spécifique. Les alcaloides sont des hétérocycliques a caractére alcalin contenus

essentiellement dans les plantes (Gazengel et Orecchioni, 2013).

Ils possédent une activit¢é pharmacologique et thérapeutique significative notamment au
niveau de systétme nerveux central, systtme nerveux autonome et du systéme
cardiovasculaire, jouent un role écologique de défense contre des herbivores (Khenaka,

2011).
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Figure 04 : Structure chimique de la Pyridine (Ouahas, 1996)
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La plante étudiée : Nerium oleander

Nerium oleander est originaire d’ Asie mineure, le Laurier rose est spontané dans tous les pays
autour du bassin méditerranéen. Il est trés commun dans toute I’ Algérie, surtout au bord des

oueds et des rocailles humides. Il s’adapte aux endroits secs (GIFA, 2009).
1. Description botanique :

Nerium oleander (figure 05) est un arbuste toxique a tiges nombreuses pouvant atteindre 5 m
de haut. Les feuilles longuement lancéolées sont opposées, coriaces et persistantes. Leur face
inférieure, a forte nervure principale, est vert pale (GIFA, 2009). Les fleurs poussent en
grappes a la fin de chaque branche ; ils sont blancs, roses a rouges, 2,5-5 cm de diametre,
avec une corolle frangée profondément a 5 lobes autour du tube central de la corolle
(Chaudhary et Prasad, 2014). Elle fleurit du printemps a la fin de I’ét¢ (Bakkali ez al,
2010). Le fruit est une longue capsule étroite de 5-23 cm de long, qui se divise & maturité

pour libérer de nombreuses graines duveteuses (Khare, 2004).

e

Figure 05 : Nerium oleander (http://www.flowersinisrael.com/Neriumoleander _page.htm)

2. Taxonomie :

Nerium oleander est la seule espece actuellement classée dans le genre Nerium (Al- Obaidi,

2014). La classification est résumée dans le tableau 05.
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Tableau 05 : Classification de Nerium oleander (Chaudhary et Prasad, 2014).

Reégne Plantae

Classe Subphyllum —Angiospermes
Série Eudicots

Ordre Gentianales

Famille Apocynaceae

Genre Nerium

Espece oleander

3. Noms communs :

v’ Arabe: Deffla
v' Anglais: Rose-bay, oleander
v Frangais: Laurier rose, Nérion, Oléandre

v' Kabyle : Illili (Bayer et al., 2005 ; Orecchio et Amorello, 2010).
4. Constituants phytochimiques :

Siddiqui ef al. (2012) ont signalé un tri terpéne pentacyclique, de 1'acide oleandérocinoique,
des glycosides flavonoides, de la quercétine-5-O- [a-L-rhamnopyranosyl- (1 — 6)] - du B-D-
glucopyranoside et du kaempférol-5-O- [a-L-rhamnopyranosyl- (I — 6)] - BD-
glucopyranoside et un cardénolide, oléandigoside provenant des feuilles de Nerium oleander
la croissance des activités inhibitrices et cytotoxiques de composés ont été¢ étudiées contre
MCF-7, des lignées cellulaires de cancer du sein humain en utilisant le dosage de la

sulforhodamine B.

D’autre part, Sharma et al. (2012) ont enregistré deux nouveaux composés, 1'heptacosane-3-
ényl-5-hydroxyhexanoate et le 4- oxooctyl-2-hydroxyundécanoate provenant des tiges de
Nerium oleander. L'extrait éthanolique des feuilles de N. oleander contiennent des glucides,
des protéines, des acides aminés, des alcaloides et des glycosides cardiaques. Les flavonoides

et les terpénoides étaient absents (Santhi et al., 2011). En plus, Luay et al. (2011) ont
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rapporté que les cardénolides monoglycosidiques de Nerium oleander possédant la structure
3B, 14p-dihydroxy-5B-card-20 (22) -enolidestructure avec ou sans groupe acétoxy en C-16
présentaient activité anticancéreuse importante. Les résultats indiquent que les effets

cytotoxiques sont induits par I'inhibition de la membrane plasmatique liée a Na+/K+ -ATPase.

Les études préliminaires ont signalé la présence d'alcaloides, de glycosides, de tanins et
composés phénoliques pour l'extrait méthanolique de N. indicum (Chaudhary et Prasad,
2014), et aussi de la paraffine, de I’acide ursolique, de la vitamine C et une huile essentielle

(Hakimi, 2004)
5. Activité pharmacologique :

Cette plante a des propriétés antimicrobiennes (ElSawi et al., 2010), antifongique (Siddiqui
et al., 2016), insecticides (Bagari et al., 2013) et une activité antioxydant (Mohadjerani,
2012).

5.1. Activité antibactérienne :

Les feuilles de Nerium oleander possédent une activité antibactérienne dans des extraits
sélectionnés de benzeéne et d'éthanol contre le micro-organisme Gram positif Bacillus subtilis
mais une activité négligeable contre le micro-organisme Gram positif E-coli. Une étude
comparative de l'activité antibactérienne des deux extraits avec l'antibiotique standard
Ofloxacin a montré une zone d'inhibition relativement plus élevée pour l'extrait éthanolique
que l'extrait benzénique, donc l'extrait éthanolique posséde une activité antibactérienne

potentielle par rapport a I'extrait benzénique contre Bacillus subtilis (Doijad et al., 2013)

L'activité antibactérienne des extraits de plantes a été étudiée contre Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens et Streptococcus mutans. Selon les résultats,

l'extrait méthanolique était plus efficace que le chloroforme ou I’hexane (Chauhan ef al,

2013).
5.2. Activité hépatoprotectrice et antioxydante :

Nerium oleander posséde une activité hépatoprotectrice et antioxydant de l'extrait
méthanolique de fleurs de Nerium oleander contre les 1ésions hépatiques induites par CCu

chez le rat (Singhal et Gupta, 2012)
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5.3. Activité anti-inflammatoire :

Nurgun et al. (2003) ont signalé une activité anti-inflammatoire et anti nociceptive in vivo a
partir des extraits éthanoliques de fleurs séchées et fraiches de N. oleander contre le modele
d'eedéme de la patte arriere induit par le carraghénane chez la souris sans induire de

dommages gastriques.
5.4. Nerium oleander dans les cosmétiques :

La gamme de soins de la peau ‘Nerium AD’ pour le traitement anti-age est connue pour ses
propriétés antioxydants. Deux produits sont dans la gamme : créme de nuit Nerium AD et
creme de jour Nerium AD. L'ingrédient principal est Nerium oleander dans ces préparations.
Ces préparations sont utilisées pour le vieillissement et les dommages cutanés,
I'hyperpigmentation, les ridules et les rides et la texture inégale de la peau (Chaudhary et

Prasad, 2014).

Elle est aussi utilisée contre les caries dentaires et pour le nettoyage et 1’assouplissement des
pieds (peau) (Meftah, 2003). Le fruit est un remede pour les maladies de la peau. Les extraits
du laurier rose possédent une activité anti-inflammatoire prononcée et calment les douleurs du

rhumatisme et de ’eczéma (Erdemoglu et al., 2003).
6. Toxicité :

Le laurier rose ou Nerium oleander est un petit arbuste connu par ses risques de toxicité
systémique en cas de prise par voie orale a cause de la présence d’hétérosides cardiotoniques
dont le principal est I’oléandrine (figure 06) (Langford, 1996). Les mécanismes responsables
de la toxicité des cardénolides du laurier rose sont identiques a ceux des glucosides de la
digitale classique agissant principalement sur I’inhibition de D’activit¢ Na-K ATPase
membranaire et par 1’élévation du calcium intracellulaire (Bakkali, 2010). La toxicologie du
laurier rose se rapproche donc de celle des digitaliques, tant pour la symptomatologie que
pour la thérapeutique. Il en résulte des effets inotropes positifs de ces composés au niveau du

cceur et une toxicité potentielle au niveau des cellules (Charnot, 1945).
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Figure 06 : Structure de /’oléandrine (Bruneton, 2005)
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Ce travail a été effectué au laboratoire de Biotoxicologie, Pharmacognosie et Valorisation
Biologiques des Plantes (LBPVBP) et le laboratoire pédagogique au département de biologie

a la faculté des sciences de I'université Dr. Moulay Tahar de Saida.
1. Matériels :
1.1. Matériel végétal :

Les fleurs de Nerium oleander ont été récoltées dans la région de Sidi-Madmar a c6té d’oued
sidi Mamer située a 4Km du chef-lieu de la wilaya de Saida et la forét EI-Okbane, située a la
sortie sud de la ville de Saida (Wilaya de Saida) (Figure 07). La plante étudiée a été récoltée

durant le mois de novembre de 1'année 2019.
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[

 —
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Figure 07 : Carte géographique représente la zone de la récolte
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Tableau 06 : Origine et caractéristique du matériel végétal

L’origine de la plante

Saida

Partie utilisée

Aérienne

Latitude

34 7587

Altitude

868 m
Min .730m
Max .1230m

Moyenne 980m

Climat

Climat semi —aride sec et froid (classificaton

de koppen : BSK)

1.2. Microorganismes :

Sept bactéries et deux levures ont été 1’objet de 1’étude de D’activité antibactérienne

et antifongique (Tableau 07). La conservation des souches bactériennes se fait dans des tubes

de gélose nutritive (GN) inclinée et les levures dans des tubes de sabouroud gélosé inclinée

a une température de 4°C.
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Tableau 07 : Différentes souches utilisées pour évaluer I’activité antibactérienne et

antifongique
Microorganisme Référence Gram
Staphylococcus aureus ATCC25923 Gram +
Escherichia coli ATCC25922 Gram -
Bacillus cereus ATCC11778 Gram+
Bactéries Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 Gram -
Enterococcus faecalis ATCC49452 Gram +
Klebsiella pneumonea ATCC70603 Gram -
Salmonella monteridea ATCC3581 Gram -
Levures Candida albicans ATCC10231
Candida albicans 1P444

2. Méthodes :

Notre étude expérimentale comporte trois grandes parties :

- Préparation et extraction du matériel végétal de Nerium oleander (la partie florale)

- Etude phytochimique ; quantitative et qualitative.

- Evaluation de I'activité antimicrobienne de 1’extrait obtenu

Partie I : préparation et extraction du matériel végétal de Nerium oleander (1a partie florale)
2.1. Préparation de la matiere végétale :

Le séchage consiste a abaisser la teneur en eau contenue dans la plante étudiée. La plante
(Figure 08) était séchée a I'air libre et a 1’abri de la lumiere pour préserver au maximum
I’intégrité des molécules, en évitant les altérations et la prolifération des microorganismes,
dans un endroit sec, a température ambiante et aéré pendant un mois. Apres le séchage, la
plante est finement broyée en poudre a 1’aide d’un broyeur électrique (figure 09) puis stockée

dans des bocaux en verre jusqu’a 'utilisation.
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Figure 08 : Fleurs de la plante Nerium Figure 09 : Fleurs de la plante Nerium

oleander apres séchage oleander apres broyage

2.2. Extraction a froid :

Les techniques d'extraction séparent le métabolisme végétal soluble par I'utilisation sélective
de solvants. Le processus d'obtention d'extraits de plantes comprend plusieurs étapes -
collecte et authentification du matériel végétal, séchage, réduction de la taille, extraction,
filtration, concentration, et les étapes finales sont un séchage et une reconstitution ultérieurs

(Handa ef al., 2008).

L'extraction veut dire la séparation des parties actives de tissus végétaux des composants
actifs ou inertes et les retirer a 1'aide de 1’eau ou des solvants sélectifs ont des polarités
différentes. Les produits obtenus sont relativement sous forme de liquides, semi-solides ou
poudres exclusivement destinées a un usage oral ou externe. Il s'agit de préparations connues

comme les tisanes et les huiles médicinales (Handa, 2008).

Dans notre étude, I’extraction est effectuée par l'utilisation de deux solvants polaires
mélangés : un solvant organique ‘le méthanol’ et I’eau. Cet extrait hydromethanolique est
obtenu par la macération. Cette méthode d’extraction a été choisie selon les informations
d’une étude ethno pharmacologique (n’est pas mentionnée ici dans ce mémoire). Une quantité
de 90 gramme (g) du matériel végétal broyé est mis a macérer dans 600 millilitres (ml) d’un
mélange méthanol/eau (80/20 : v/v) sous agitation magnétique pendant 24 heures (h) a

température ambiante (figure 10).
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Figure 10 : Montage d’extraction utilisé pour 1’extraction des fleurs du Nerium oleander

Le macérat hydromethanolique obtenu soumis a la filtration sur papier-filtre Whatman

(numéro) n° 1 pendant 24 h, ensuite une deuxieme filtration est réalisée sous vide (figure 11).

Figure 11 : Montage de la deuxieme filtration utilisée ‘sous vide’ pour récupérer le filtrat de
macération
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Le solvant est récupéré du filtrat par évaporation dans un évaporateur rotatif, a une
température de 55°C (figure 12). Apres séchage a I’étuve (45 °C) pendant 48 h, pour évaporer
les molécules de I’eau, I’extrait sec obtenu était utilis€é pour les tests phytochimiques et

biologiques.

Figure 12 : Montage RotaVap utilisé pour 1’évaporation des solvants de 1’extrait
hydromethanolique

2.3. Calcul de rendement :

Le rendement (Rdt) en extrait sec de la plante est déterminé en calculant le rapport suivant

(Hadri, 2015) : Rdt % = [(P1-P2)/P3] x100

*P1 : poids du ballon apres évaporation.

* P2 : poids du ballon avant évaporation.

* P3 : poids de la matiere végétale de départ.

Partie II : 1’étude phytochimique ; quantitative et qualitative.
2.4. Screening phytochimique :

Le screening phytochimique ne renseigne pas sur la structure d'une molécule bien déterminée.
I1 comporte des tests qualitatifs qui permettent de caractériser les différents groupes
chimiques contenus dans une maticre végétale. Il y a lieu de vérifier la présence
des métabolites secondaires (saponosides, alcaloides, flavonoides, tanins, composés
réducteurs et autres). Les résultats sont évalués comme suit : + : positif ; - : Négatif ; ND : non

déterminé.
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2.4.1. Tanins :

Dans un tube a essai, introduire 0,5 ml d’extrait a analyser, ajouter 1 ml d’eau et 1 a 2 gouttes
de solution aqueuse de FeCl; diluée a 1%. En présence de tanins, il se développe une

coloration verdatre ou bleu-noiratre.

— L’apparition d’une coloration vert foncé ou bleue-verte indique la présence des tanins.
— L’apparition d'une coloration vert foncé indique la présence des tanins catéchiques.

— L’apparition de la coloration bleue-verte indique la présence des tanins galliques

(Karumi et al., 2004).
2.4.2. Quinones :

Les substances quinoniques sont recherchées par le réactif de Bornstraégen. 0,5 ml de chaque
extrait est évaporé a sec. Le résidu est trituré dans 2,5 ml d’acide chlorhydrique 37% au 1/5.
Le triturat est versé dans un tube a essai et porté ensuite au bain-marie pendant 30 min. Apres
refroidissement, il est extrait par 20 ml de chloroforme. L’ammoniaque diluée 2 fois (0,5 ml)
est ajouté a la solution chloroformique. L'apparition d'une coloration rouge ou violette

confirme la présence de quinones (Cavé, 1993).
2.4.3. Composés réducteurs :

Nous avons introduit 2 ml d’extrait dans un tube, puis nous avons ajouté 2 ml de liqueur
de Fehling (1ml réactif A et 1ml réactif B) et incuber I’ensemble 8 min dans un bain marie
bouillant. L’apparition d’un précipit€ rouge brique indique la présence des composés

réducteurs (Trease et Evans, 1987).
2.4.4. Saponines indice de mousse :

Dans une série de 10 tubes a essai numérotés de 1 a 10, il a été introduit respectivement 1, 2,
3,...,10ml d’extrait puis rajuster le volume de chaque tube a 10 ml avec de I’eau distillée.
Agitation de chaque tube dans le sens sa longueur pendant 15 secondes a raison de 02
agitations par seconde. Apres repos de 15 min, la hauteur de la mousse produite dans chaque
tube est mesurée. L indice de mousse (I) est calculé par la formule suivante : I = 1000 /N
ou N est le numéro du tube ou la hauteur de mousse est égale a 01 centimetre (cm) d’apres

la formule de Cheicktraoré (2006).
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2.4.5. Flavonoides :

A 0,5 ml d’extrait a tester, ajouter, 1 ml d’alcool iso amylique, quelques copeaux
de magnésium et quelques gouttes d’acides chlorhydrique (HCI). L’apparition d’une

coloration rose ou rouge indique la présence des flavonoides (Karumi et al., 2004) .
2.4.6. Anthocynes :

A OlmL de l’extrait, nous avons ajouté 05ml d’acide sulfurique (H,SO,) a 10% puis
de ’hydroxyde d’ammonium (NH4OH) a 25%. Si la coloration s’accentue par acidification,
puis vire au bleu-violacée en milieu basique, cela permet de conclure en la présence

des anthocyanes (Derbray et al., 1971).
2.4.7. Triterpene et stérols :

Evaporer a sec 5 ml de la solution a analyser, dissoudre le résidu dans 1 ml d“anhydride
acétique puis 1 ml de chloroforme. A 17aide d“une pipette ajouter 1 ml de H>SO4 concentré
au fond du tube sans agiter. Laisser reposer 30 minutes. La formation d'un anneau rouge
brunatre a la zone de contact des deux liquides et une coloration violette de la couche

sur nageant révelent la présence de stérols et triterpenes (Bruneton, 1999)
Partie III : évaluation de I'activité antimicrobienne de I’extraits obtenu
2.5. Evaluation de P’activité antimicrobienne :

2.5.1. Préparation de la solution mére de I’extrait :

Le test antibactérien a pour but de rechercher 1’activité biologique de chaque extrait vis-a-vis
de différentes souches bactériennes. Les extraits actifs pourraient ainsi justifier 1'usage
en médecine traditionnelle des plantes dont ils sont extraits et permettraient d’ouvrir d’autres
pistes a la recherche. Les extraits ont été solubilisés dans du 2,2- Diphényle-1- Picrylhydrazyl

(DMSO) (Rota et al., 2008).

Nous avons préparé une solution mere (4ml) ,2g extrait été dissous dans 400microlitre (ul)
du DMSO et complété par le bouillon Mueller-Hinton (MHB) jusqu’au volume de 4 ml, en

suit nous avons agité a 1’aide d’un vortex pendent 10 min jusqu’a la solubilité.
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2.5.2. Préparation de I’'inoculum :
2.5.2.1. Préparation de pré-culture :

Les tests de I’activité antimicrobienne doivent étre réalisés a partir des cultures jeunes de (18
a 24 h) en phase exponentielle de la croissance. La réactivation des souches s’effectuée par
ensemencement de 1’espece bactérienne ou fongique dans un milieu de culture liquide
(bouillon nutritif ou bouillon Sabouraud, respectivement). Apres incubation de 24 h a 37°C
(bactéries) ou 48 h a 30°C, un deuxieme repiquage est réalisé sur des boites de pétri contenant
de la gélose nutritive, GN (bactéries) ou Sabouraud gélose (levures)puis, incubées a 37°C

ou 30°C pendant 18 h ou 24 h, respectivement (Hellal, 2011).
2.5.2.2. Préparation de la suspension bactérienne :

A partir des cultures jeunes sur la gélose nutritive (bactéries) ou (Sabouraud) gélose (levures),
nous avons prélevé cing (05) colonies bien isolées et identiques dans 5 ml d’eau physiologie
stérile, agitées manuellement pendant quelques secondes. L’ajustement de la charge
bactérienne a 10° Unités Formant Colonies (UFC)/ml, est réalisé a l’aide d’un
spectrophotometre réglé sur une longueur d’onde de625nanometre (nm). Selon la
standardisation de Mc Farland, nous admettons une Densité Optique (DO) comprise entre
0.08 et 0.1 correspond 2 une concentration de 108 UFC/ml; la suspension d’inoculum est

diluée a 1/100eme dans le milieu de culture pour avoir une concentration de 10® UFC/ml

(Hellal, 2011).
2.5.3. Essais antibactériens :
2.5.3.1. Etude de la sensibilité des germes vis-a-vis I’extrait testé :

Nous avons mis a profit la méthode de diffusion en milieu gélosé a partir de puits (Shan et

al., 2007).

La sensibilité des souches a 1’extrait de notre plante a été étudiée par la technique de diffusion
en milieu gélosé. Les milieux de Mueller Hinton ont été ensemencés par inondation.
L’ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de I’inoculum. II est

réalisé par écouvillonnage sur des boites de pétri.

-Plonger un écouvillon stérile dans I’inoculum et bien I’essorer sur les rebords du tube.
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- Frotté I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, de haut en bas en stries serrées.

N

- L’opération est répétée deux fois en tournant la boite de Pétri a 60° a chaque fois.

L’ensemencement est fini en passant 1’écouvillon une derniere fois sur toute la surface
gélosée. L’écouvillon est rechargé a chaque fois qu'on ensemence plusieurs boites de Pétri.
Les boites de pétri contenant de I'inoculum sont laissées reposer 20 min devant un bec
bunsen. A I’aide de pipette Pasteur, des puits de 6 mm de diametre ont été creusés dans de la
gélose Mueller Hinton étalée en boites de Pétri. Chaque puits recoit 50 pl d’extrait a tester a

différentes concentrations.

Apres 30 min de diffusion a la température ambiante, les boites de Pétri ont été incubées a 37
°C pendant 18 a 24 h. La présence ou non d’une zone d’inhibition a été observée (Bssaibis,

2009).
2.5.3.2. Etude de la sensibilité des germes aux antibiotiques :

Nous avons mis a profit la méthode de diffusion en milieu gélosé préconisée par Vandepitte

et al. (1994).

N

Une suspension bactérienne du germe a tester est ensemencée dans des boites de Pétri
contenant la gélose Mueller Hinton. Des disques d’antibiotiques sont ensuite déposés sur la
gélose ; puis les boites de Pétri sont mises a incuber a 37°C en étuve. Apres 24 h d’incubation,
I’on procede a la lecture des résultats ; celle-ci consiste a mesurer le diametre de chaque zone

d’inhibition.

Les mesures des diametres des zones d'inhibition sont effectuées a 1’aide d’une regle
millimétrée sur la surface inférieure de la boite, sans ouvrir le couvercle. Appropriés préts a
I’emploi ont été utilisés pour la comparaison avec les résultats de 1’extrait testé. Finalement,
les boites de Pétri sont incubées pendant 18 a 24ha 37°C. La lecture des antibiogrammes a été

faite par la mesure des diametres des zones d’inhibitions au tour des disques.

La sensibilité ou la résistance des souches est évaluée conformément a 1’échelle de Barros et
al. (2007). Ce classement est basé sur le diametre de la zone (halo) d’inhibition obtenue
autour des disques. Les résultats sont évalués par +/- qui représentent le degré de sensibilité

des souches :
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(-) Non sensible ou résistante : diametre— < 7mm (aucune activité antimicrobienne).
(+) :07mm-~- < diametre < diametre < 11.9mm (activité antimicrobienne modeste).

>

>

» (++): 10mm < diametre < 11.9mm (activité antimicrobienne modeste)
»  (+++) :12 mm-< diameétre < 15 mm (activité antimicrobienne élevé).
>

(++++) : diametre—> 15 (activité antimicrobienne forte).
2.5.3.3. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) :

La concentration minimale inhibitrice est la plus faible concentration d‘extrait qui inhibe les
bactéries testées. La détermination de la CMI est réalisée par la technique de dilution en
milieu liquide, en utilisant une microplaque stérile de 96 puits (8 x 12 puits). La technique
utilisée a été décrite par CLSI en 2006, elle est basée sur la capacité des microorganismes a
produire une croissance visible a I’ceil nu au sein d’une série de dilutions de la substance

antimicrobienne (CLSI-M7-A7, 2006).

Dix (10) concentrations de 1’extrait testé étaient préparées a partir de la solution mere (de 100
mg/ml a 0.19 mg/ml). Tout d’abord désinfecter tous les instruments et la paillasse utilisée
pour éviter la contamination et homogénéiser les extraits et la suspension microbienne en les

passants au vortex avant chaque dépdt dans les puits.

Les souches sont réensemencées sur boite de pétrie contenant du (Sabouraud) (levure) a 35°C
pendant 20h et gélose nutritif (bactéries) a 37°C pendant 18 a 24h. Nous avons prélevé 05
colonies de 05 mm de diametre que nous avons placé dans un tube a essai contenant 05 ml de
bouillon nutritif stérile. La concentration cellulaire de cette solution est ensuite ajustée a 10®
cellules/ml, Amax = 625nm) ensuite une dilution au 1/100eme est effectuée (une DO de 0.08 a

0.1) pour avoir un inoculum final de 10° cellules/ ml.

Déposer, stérilement 50ul de milieu MH dans le puits n°11 qui représente le témoin de culture
des bactéries et 100ul dans le puits n°12 qui représente le t€émoin de stérilité de milieu de
culture MH.50ul de chaque concentration est déposé dans les puits de 1 a 9. 50ul de la
suspension microbienne dans les puits 1 2 9 et 11 pour obtenir un volume final de 100ul La
microplaque est couverte et incubée a 37 °C pendant 24hpour les bactéries et a 35°C pendant
48 pour les levures. La lecture est effectuée a I'ceil nu et la CMI est la plus faible

concentration de 1’extrait a laquelle aucun trouble n’est observé (Figure 13) (Eloff, 1998).

42

—
| —



Matériel et méthodes

Les concentrations
de I’extrait

Milieu de
culture +
souche

Milieu
de
culture

.

Les souches <
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>
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@
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contamination

Figure 13 : Utilisation de la microplaque (la méthode des micro-dilutions sur milieu liquide)
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Resultats et discussion

44

—
| —



Résultats et discussion

1. Rendement de I’extrait :

L’extraction a été réalisée sur la poudre des fleurs de Nerium oleander en utilisant deux
solvants polaires, le méthanol et 1'eau distillée. La quantité obtenue de résidus secs pour le
macéré hydrométhanolique était de 1’ordre de 13.925 g, pour une quantit¢ de 90g de la
matiere seéche des fleurs de notre plante. L'extrait hydrométhanolique de Nerium oleander
préparé par la macération a fourni un rendement moyen de 15.47 % (Tableau 08). L’obtention
d’un bon rendement d’extrait peut étre expliquer par I'utilisation de méthanol qui il est un
solvant tres polaire et peut donner un rendement important. Ainsi, la méthode d’extraction
dépend de plusieurs facteurs a savoir le temps de macération, la température, le solvant

d’extraction et la nature chimique de I’échantillon (Su et al., 2006).

Tableau 08 : Rendement massique d’extrait

Espece Partie utilisée RDT (%)

Nerium oleander Fleurs 15.47

2. Screening phytochimique :

La phytochimie qualitative basée sur des réactions colorées ou de précipitation par des réactifs
chimiques spécifiques réalisée sur I’extrait obtenu a partir de la poudre de 1’échantillon
végétal génere pour une premiere estimation des données préliminaires sur les constituants de
I’extrait. Le résultat de ce criblage phytochimique est résumé dans le tableau 09. Il révele la
présence (+) ou l’absence (-) d’un groupe de métabolites secondaires. Les tests
phytochimiques ont été réalisés sur les fleurs de Nerium oleander en utilisant des solvants
différents et des réactifs spécifiques de révélation. La détection de ces composés chimiques
est basée sur des essais de solubilités des constituants, des réactions de précipitation et de

turbidité, un changement de couleur spécifique.

Le screening phytochimique a permis de mettre en évidence la présence de métabolites
secondaires au niveau de la plante comprenant les quatre groupes chimiques, les tannins, les
composes réducteurs, les quinones, les stérols et triterpenes. En revanche, nous avons enregistré

I’absence des saponines (indice de mousse), les flavonoides et les anthocyanines.
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Tableau 09 : Groupes chimiques du macéré hydrométhanolique des fleurs de

Nerium oleander.

Métabolites secondaires Résultat
Tanins +
Quinones +
Composés réducteurs +

Saponines indice de mousse -

Flavonoides -

Anthocyanines -

Stérols et triterpenes +

En comparant nos résultats avec d’autres études effectuées dans d’autres région, nous
trouvons que notre espece a marqué une absence des Saponines, flavonoides, et des
anthocyanines a celle étudiée par Kadri et al (2015) récoltée a Constantine, Eloued et Mila.
Nous avons noté que la plante Nerium oleander est trés riche en métabolites secondaire : les

tanins, saponines, stérols et triterpenes et les flavonoides.

3. Evaluation de ’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion des puits ou des

disques :
3.1. Etude de la sensibilité des bactéries a ’extrait végétal :

Les résultats sont exprimés par des diametres de zones d'inhibition exercées par la méthode de
diffusion des puits par les différentes concentrations d’extrait hydrométhanolique de Nerium
olander, et des disques d’antibiotiques standards utilis€és comme témoins positif
(Gentamicine, Lincomycine, Amoxyciline et Ampiciline). La lecture a été faite par la mesure

du diametre de la zone d’inhibition autour de chaque puits a ’aide d’une regle.

A différentes concentrations testées d’extrait de Nerium oleander, nous avons observé des
zones d’inhibition différentes pour une seule souche (Bacillus cereus). Les résultats obtenus
de I’étude de I’activité antibactérienne des différentes concentrations d’extrait étudiée sont

présentés dans le tableau 10.
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Tableau 10 : Diametres des zones d’inhibition obtenues par la méthode de diffusion des

puits d’extrait de Nerium oleander vis-a-vis des souches microbiennes

Les souches

Concentrations en extrait

hydrométhanolique (mg/ml)

Solution

mere

125

50

25

Gram+

Staphylococcus aureus

0

Bacillus cereus

o))

11.5

Enterococcus faecalis

Gram+

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella pneumonia

Salmonella monteridea

Candida albicans ATCC10231
Candida albicans 1P 444

ol o o o o o o

S| O O o o o O

S| O O o o o O

S| O] O o o o O

0: aucune zone d’inhibition

Les résultats figurés dans le tableau 10 ont montré que I’extrait hydrométhanolique des fleurs
de Nerium oleander, a différentes concentrations testées, a une activité inhibitrice sur une
seule souche bactérienne. Elle s’agit de Bacillus cereus. Alors que le reste des souches
bactériennes n’avaient aucuns résultats. Au vu des résultats, la croissance de la souche

Bacillus cereus ATCC 11778 a été inhibée par des concentration d’extrait 125,50 ,25(mg/ml)

par une zone d’inhibition de 1’ordre de 12.5 mm a la concentration mere.

Peu d’études ont été effectuées sur I’extrait hydromethanolique des fleurs de Nerium

oleander. Par conséquence, nos résultats pourraient enrichir le profil de 1’étude des

sensibilités antimicrobienne d’extrait de Nerium oleander.
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Diameétres des zones d’ inhibition (mm)

N

14

12

10

Candida albicans
Salmonella monteridea
Klebsiella pneumonea
Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli

Enterococcus faecalis

Bacillus cerereus

SM Staphylococcus aureus

125 50

Concentration d’extrait hydromethanolique (21§1g/ml)

Figure 14 : Effet d’extrait de Nerium oleander vis-a-vis les souches

bactériennes et les levures
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Figure 15: Résultats de tests de diffusion des puits de différentes

concertations d’extraits de Nerium oleander sur Bacillus cereus

Figure 16: Résultats de tests de diffusion des puits d’extraits de Nerium

oleander sur les levures
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3.2. Etude de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques :

Les antibiotiques sont utilisés comme des référence. Les résultats ont montré une absence de

I’activité inhibitrice de croissance de toutes les souches bactériennes testés a I’exception de

I’antibiotique Gentamicine. Les résultats sont résumés dans le tableau 11.

Tableau 11 : Diametres des zones d’inhibition obtenues par les antibiotiques standards témoins

positifs vis-a-vis des souches microbiennes.

Les souches

Diameétres des zones d’inhibition (mm)

Gentamicine | Lincomycine | Amoxyciline | Ampicilin
Staphylococcus aureus 16 0 0 0
Bacillus cereus 17 0 0 0

Gram+ Enterococcus faecalis 13 0 0 0
Escherichia coli 14 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa 14 0 0 0

Gram- Klebsiella pneumonia 13 0 0 0
Salmonella monteridea 14.5 0 0 0

0 : aucune zone

Nous avons enregistré une zone d’inhibition de 1’ordre de 17 mm de Gentamicine vis-a-vis de

B. cereus ATCC 11778. En revanche, aucune zone n’a été détectée pour les autres

antibiotiques vis-a-vis toutes les souches testées.
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Staphylococcus Bacillus cereus Enterococcus faecalis Escherichia coli

aureus

Figure 16 : Résultats
de tests de diffusion
des différents disques
d’antibiotique sur les

bactéries

Pseudomonas Klebsiella Salmonella

aeruginosa pneumonia monteridea

Figure 17 : Résultats de tests de diffusion des différents disques
d’antibiotique sur les levures
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3.3. Comparaison de l'activité d’extraits a celle d'antibiotiques témoins

N

Nous avons testé la sensibilité des souches étudiées a certains antibiotiques couramment
utilisés comme produits de référence. Gentamicine se caractérise par la forte activité
inhibitrice de croissance sur les souches microbiennes sur toute la bactérie Bacillus cereus,
laquelle est matérialisée par des diametres d’inhibition plus importants de 17 mm

comparativement a ceux obtenus avec 1'extrait hydrométhanolique de 12.5 mm.

=i n
' C"ﬁ‘% L fibicans2
almonella monteridea
‘Klebsiella pneumonea
Pseudomonas aeruginosa

/Escherichia coli
/Enterococcus faecalis
/Bacillus cerereus

/ 'Etaphylococcus aureus
-+

Diam étres des zones d'inbibitions

L’antibiotique et les concentrations d'extrait (mg/ml)

Figure 18 : Effet antimicrobien d’antibiotique Gentamicine et les déférentes concentrations

d’extrait
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La Gentamicine était inactive sur Staphylococcus aureus ATCC 259231292, Bacillus
cerereusATCC11778, Enterococcus faecalis ATCC49452, Escherichia coli ATCC25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCCP27853, Klebsiella pneumonea ATCC70603, Salmonella
monterideaATCC3581. 11 donne respectivement un diametre d'inhibition de 16 mm au
Staphylococcus aureus ; 17 mm au Bacillus cerereus et 13 mm au Enterococcus faecalis ;14
mm au Escherichia coli;14mm au Pseudomonas aeruginosa ;13mm au  Klebsiella
pneumonea ;14.5 mm au Salmonella monteridea, tandis que 1’ampicilline, I’amoxycilline et

le lincomycine n’ont exercé aucune action antibiotique sur les bactéries et les levures .

L’extrait hydrométhanolique a montré une zone d’inhibition inférieure a celle obtenue de

I’antibiotique standard, la Gentamicine vis-a-vis de la souche Bacillus cerereus ATCC11778.
4. Evaluation des concentrations minimales inhibitrices (CMI) :

Les CMI sont obtenues a partir de différentes dilutions obtenues a partir de la solution mere
de I’extrait hydrométhanolique des fleurs de Nerium oleander. Les résultats ont révélé une
présence d’activité vis-a-vis quelques souches microbiennes testées (tableaux 12 pour les

bactéries et pour les levures).
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Tableau 12 : Effet des dilutions du macéré hydrométhanolique sur la croissance

bactérienne dans les puits des plaques de microtitration

Souches

Escherichia
coli
Enterococcus
Jaecalis
Bacillus cereus
Klebsiella
pneumonea
Salmonella
monteridea
Pseudomonas
aeruginosa
Staphylococcus
aureus
Candida
albicans
Candida

albicans

111
(1000)

172
(500)

1/4
(250)

+

1/8

(125)

+

1/16
(62.5)

+

correspondantes en mg/ml)

1/32
(31.25)

+

1/64
(15.5)

+

Différentes dilutions utilisées du macéré (concentrations

1/128
(7.8)

+

1/256
3.9

+

Le signe - correspond a une absence de croissance visible a I'ceil

Le signe + correspond a une présence de croissance visible a 1'ceil

Les valeurs de CMI déterminées pour chacun des germes testés sont résumées dans le tableau

ci-dessous.
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Nous avons utilisé la méthode de la détermination des concentrations minimales inhibitrices
(CMI) pour I’évaluation du potentiel antibactérien des concentrations d’extrait des fleurs de
Nerium oleander. Les valeurs de CMI obtenues sont d’ordre de 125 a 1000 mg/ml (tableau
13). Cette activité inhibitrice de croissance est une illustration de la sensibilité des souches
étudiées vis-a-vis de I’extrait végétal, laquelle sensibilité par ailleurs, varie d’une souche

bactérienne a 1’autre et les levures au regard des CMI déterminées.

Les souches les plus sensibles ont été celles qui présentaient les CMI les plus basses, toute
chose qui permet de faire une classification des micro-organismes par ordre de sensibilité
croissante selon la CMI : Klebsiella pneumoniae (CMI = 125 mg/ml)s’est avéré étre la souche
clinique la plus sensible, suivie par, Staphylococcus aureus (CMI = 500 mg/ml) et
Escherichia coli (CMI = 500 mg/ml), Candida albicans ATCC 1P444 (CMI = 500 mg/ml) et
Enterococcus faecalis(CMI = 1000 mg/ml), Bacillus cereus (CMI = 1000 mg/ml),
Salmonella monteridea(CMI = 1000 mg/ml), Pseudomonas aeruginosa(CMI = 1000 mg/ml).

Tableau 13 : Concentrations Minimales Inhibitrices du macéré hydrométhanolique

Germes CMI (mg/ml) Dilution
Escherichia coli 500 %)
Enterococcus faecalis 1000 1/1
Bacillus cereus 1000 1/1
Klebsiella pneumonea 125 1/8
Salmonella monteridea 1000 1711
Pseudomonas aeruginosa 1000 1/1
Staphylococcus aureus 500 %)
Candida albicans 2 500 %)
[ =)
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Conclusion

D’apres la recherche bibliographique, la plante Nerium oleander est un arbuste de la famille
des Apocynacées employé en médecine traditionnelle pour le traitement de nombreuses

maladies et fait d’ailleurs partie de plusieurs pharmacopées locales.

L'extraction de la partie florale de la plante a permis d'obtenir un rendement important
(15.47%), qui a été obtenu par I’utilisation d’un solvant hydromethanolique en utilisant la
macération. Le screening chimique nous a permis de conclure que I’extrait actif (macéré)

semble contenir les tanins, stérols et tri-terpenes et les composés réducteurs.

D’autre part, cette étude avait pour but d’évaluer in-vitro 1’activité antibactérienne de 1’extrait
hydromethanolique des fleurs de Nurium olender. L’activité des extraits est évaluée par la
méthode des puits contre sept souches de référence, quatre bactéries Gram- et trois Gram + et

deux levures. Il ressort que :

- Les levures étudiées ont eu un pouvoir résistent a 1’extrait hydromethanolique des fleurs de

Nurium olender ;

- La sensibilité a été enregistré uniquement pour Bacillus cereus ATCC 11778 en dépendance
aux différentes concentrations d’extraits, avec des diametres d'inhibition de 12.5 mm 12 mm,

11.5 mm, 11 mm obtenu par I'action du macéré.

- La concentration minimale inhibitrice déterminée vis-a-vis des souches étudiées a été

respectivement 125; 500; 500 ;500 ;1000 ;1000 ;1000 et 1000 mg/ml.
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