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Résumé

Résumé

La médecine traditionnelle a toujours occupé une place importante dans les
traditions de médication en Algérie. Ce mémoire s’inscrit dans le cadre d’une
contribution a I’étude des activités biologiques de Buxus dioica. la préparation de
différents extraits a été réalisée suivie par un screening phytochimique. Apres,
une évaluation de Dactivité antioxydante (capacité totale et piégeage du DPPH) et

de I’activité antimicrobienne (diffusion sur milieu solide).

Trois extraits ont ¢ét¢ préparés, il s’agit de Dextrait méthanolique,
¢thanolique (macéré) et [D’extrait aqueux (infusé). Les résultats obtenus ont
enregistré que l’extrait aqueux avait un rendement le plus élevé 9.3 % parmi les
extraits étudiés. Le screening phytochimique a montré la présence de différents
métabolites secondaires (tanins, flavonoides, saponides et amidon). L’évaluation
d’activit¢ antioxydante a révélé que cette plante a des trés bonnes propriétés
antioxydantes, avec unpourcentage de 92% et avec une IC50 de I’ordre de
2.0lmg/ml. Les tests de sensibilit¢ des microorganismes ont révélé que Candida
albicans ATCC 10231 Al4 ¢était la plus sensible a I’extrait méthanolique (22 mm)

par la méthode de diffusion en milieu solide.

Mots clé: Buxus dioica, phytochimie, antioxydante, antibactérienne,

antifongique,



Abstract

Abstract

Traditional medicine has always occupied an important place in the traditions of medicine
in Algeria. This thesis is part of a contribution to the study of the biological activities of
Buxus dioica. the preparation of different extracts was carried out followed by a
phytochemical screening. Afterwards, an evaluation of the antioxidant activity (total
capacity and trapping of DPPH) and of the antimicrobial activity (diffusion on a solid
medium).

Three extracts were prepared; they are the methanolic, ethanolic (macerated) extract and
the aqueous extract (infused). The results obtained recorded that the aqueous extract had
the highest yield of 9.3% among the extracts studied. Phytochemical screening showed the
presence of various secondary metabolites (tannins, flavonoids, saponides and starch). The
evaluation of antioxidant activity revealed that this plant has very good antioxidant
properties, with a percentage of 92% and with an IC50 of around 2.01mg/ml.
Microorganism susceptibility testing revealed that Candida albicans ATCC 10231 A14 was

most sensitive to the methanolic extract (22 mm) by the solid medium diffusion method.

Keywords:Buxusdioica, = phytochimistry,  antioxidant,  antibacterial,  antifungal.
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Introduction générale :

Les plantes médicinales ont ¢été utilisées comme une source importante de
médicaments pour des milliers d'années de Il'histoire humaine, et méme
aujourd'’hui, elles constituent la base des pratiques systématiques de la médecine
traditionnelle pendant plusieurs siécles dans le monde entier (Pan et al., 2009).
L’utilisation thérapeutique des extraordinaires vertus des plantes pour le
traitement de toutes les maladies de I’homme est trés ancienne et évolue avec
I’histoire de I’humanité (A G.-F. , 2006). En effet, il existe environ 500.000
especes de plantes sur terre, dont 80.000 possédent des propriétés médicinales

(Benkhnigue O., 2011).

En Afrique, ou les médicaments a base de plantes sont toujours utilisés par
de nombreuses populations pour des soins sanitaires, le pouvoir thérapeutique des

plantes était connu de fagon empirique.

La flore algérienne, avec ses différentes espeéces appartenant a plusieurs
familles botaniques, reste trés peu explorée tant sur le plan phytochimique que sur
le plan pharmacologique (B M. , 2009). L'abondance en principes actifs confére a
la plante des propriétés pharmacologiques remarquables, ce qui pourrait justifier
ses multiples indications thérapeutiques et pour lesquelles elle est utilisée en

tradithérapie.

Les vertus médicinales et thérapeutiques des plantes sont dues a leur
richesse en métabolites secondaires dits principes actifs qui agissent directement
sur l'organisme (. Al-Gabbiesh A., 2015). Les recherches récentes sur les
métabolites secondaires sont trés poussées, particulicrement dans les domaines de
la phytothérapie et de 1’hygiéne alimentaire, en raison de leurs diverses propriétés
biologiques : antioxydant, antimicrobiennes, hypoglycémiante, anti-
inflammatoires...etc. En outre, ces métabolites peuvent avoir des effets
physiologiques favorables dans la prévention des cancers et de nombreuses

maladies chroniques, tels que les maladies cardiovasculaires.

La famille des Buxaceae est représentée par 6 genres répartis en 123 especes
différentes et viennent de la famille du buis. On trouve ces arbustes; arbres ou
plantes herbacées dans les régions tempérées a tropicales d’Amérique du Nord ;

d’Europe ; d’Afrique du Nord (Algerie) et D’ Asie.
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Les Buxaceae peuvent mesurer jusqu’a 15 metres de hauteur. Ces plantes sont
utilisées a des fins ornementales ou en raison du buis qu’elles produisent. Leurs
fleures sont petites, unisexuées et ne comportant aucun pétale. La majorité des
espéces portent des fleures males et femelles sur des plantes différents. Les
feuilles sont persistantes sempervirentes et disposées de maniéres alternées le

lond des tiges. Quant aux fruits, ce sont des capsules ou des drupes charnues.
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L'objectif de notre travail vise a faire une analyse qualitative (un screening
phytochimique) et quantitative des métabolites secondaires existants dans la
partie aérienne de cette plante afin d'évaluer les propriétés biologiques des extraits

de la plante étudiée.
Notre étude englobe cinq parties : La premiére partie Introduction

La deuxiéme partie est d’ordre bibliographique divisée en trois chapitres; le
premier est consacré a des données générales sur la plante Buxus dioica et leurs
métabolitessecondaires s, le deuxiéme chapitreest réservéaux différentes activités
biologiques de Buxus dioica; et la troisieme chapitre est consacré a des données
générales sur les souches utilisés dans les activités antibactérienne et

antifongiques.

La troisiéme partie illustre le matériel et les méthodes utilisés dans les
différentes étapes de notre travail expérimental. Nous avons entamé cette partie
par une préparation de différents extraits du Buxus dioica. Des tests
phytochimiques préliminaires sont ensuite effectués sur les parties feuille de cette
plante et détermination quantitative des composés actifs dans les extraits de la
plante étudiée. En application, les extraits du Buxus dioica sont testés pour une

¢valuation des activités biologiques.

La quatrieme partie est consacrée a la présentation, D’interprétation et la

discussion des résultats obtenus.

Et en fin une conclusion.
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SYNTHESE
BIBLIOGRAPHIQUE
DES PLANTES
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Chapitrel : Généralité sur les plantes médicinales et Buxus

dioica :
1-Définition :

Les plantes médicinales sont utilisées pour leurs propriétés particulieres bénéfiques
pour la sant¢ humaine. En effet, elles sont utilisées de différentes manieres, décoction,
macération et infusion. Une ou plusieurs de leurs parties peuvent étre utilisées, racine,

feuille, fleur (DutertreJ.M., 2011).

D'aprés Hordé (2014), les plantes médicinales sont utilisées par I'homme
depuis preés de 7 000 ans et que certains animaux les consomment aussi dans un but
thérapeutique. Environ 35 000 espéces de plantes sont employées a I'échelle mondiale a
des fins médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les
étres humains.  Malgré l'influence croissante du systéme sanitaire moderne, les plantes

médicinales continuent de répondre a un besoin important (ELQAJ M., 2007).

Les especes végétales d'intérét médicinales sont impliquées dans différents secteurs a
I'état brut ou sous formes d'huiles, extraits, solutions aqueuses ou organiques .Leurs
préparations a base végétales contiennent un ou plusieurs principes actifs utilisables a des

fins thérapeutiques.
2-La phytothérapie :

D’un point de vue étymologique, le terme “phyto” de phytothérapie provient du grec
ancien avec le terme plus précis de “phyton” et signifie “végétal”. La phytothérapie est
donc la “thérapie par le végétal ou par le monde végétal”, aujourd’hui nous considérons
davantage la phytothérapie comme la “thérapie par les plantes” ou plus exactement la

méthode thérapeutique utilisant des plantes médicinales dans le traitement de maladies.

Selon I’OMS, la phytothérapie est le traitement médical le plus utilisé au monde.

6|Page
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2.1-Avantages et efficacité de la phytothérapie :

-De nombreuses études scientifiques relatent les effets bénéfiques des plantes, parfois

méme supérieurs aux médicaments, et ce dans les plus grandes revues médicales.
Quatre organismes aujourd’hui s’attachent a démontrer leur efficacité :

L’EMA,I’ESCOP, ’OMS et la Commission E en Allemagne

Ces 4 instances répertorient les vertus médicinales des plantes, étudient les
usagestraditionnels et se prononcent sur leur utilit¢ dans le traitement de certains

symptomes.

-La phytothérapie couvre un trés large champ de maladies et 1’industrie
pharmaceutique utilise de nombreux principes actifs végétaux pour traiter. Toutes sortes de

maladies par exemple le taxol (molécule utilisée pour le traitement du cancer) ( (P, 2001).

-Les médicaments chimiques provoquent souvent des E II aire néfastes (responsables de 10
a20% des hospitalisations), contrairement aux phyto médicaments qui ne présentent quasi

pas d’effets secondaires si utilisé avec précaution ;
-Les plantes médicinales sont beaucoup moins cheres que les médicaments de synthese ;
-La phytothérapie peut étre utilisée comme un moyen de prévention ;

-La phytothérapie est accessible pour tout le monde et ne nécessite pas d’obtenir une

ordonnance.

-Le corps humain est mieux adapté a un traitement a base de plantes qu’a une thérapie

essentiellement chimique ;

-La production des plantes est trés peu polluante contrairement aux médicaments

chimiques. (GrumwaldJ. & JanckC., 2006)

7|Page
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2.2- Inconvénients et limites d’utilisations de la phytothérapie :

-I1 est particulierement difficile d’apporter des preuves d’efficacité des plantes ;

-1l y a aussi beaucoup d'herbes qui ne sont pas recommandés pour les enfants et sont

dangereux pour eux, ainsi que pour les femmes enceintes (Hilinaruthnadia., 16/02/2018])

-Certaines plantes renferment des toxines si puissantes que I’ingestion d’une quantité

infime risque de se révéler mortelle ;

-La toxicité peut étre aussi due a I’utilisation d’une dose excessive ou une erreur
d’identification de la plante, vu que pour deux plantes qui se ressemblent sur le plan
botanique 1’'une peut étre toxique. Une mal-interprétation des symptomes peut étre tres
dangereuse du fait que la phytothérapie repose le plus souvent sur 1’automédication. Les
préparations domestiques ne peuvent pas étre conservées pour une longue durée donc une

préparation mal conservée peut donner des intoxications au lieu de nous guérir.
-Les plantes contiennent des fois des substances allergisantes.

Heureusement aujourd’hui, les phytothérapeutes connaissent le degré d'efficacité des
plantes médicinales et leurs limites dans le traitement de certaines pathologies. Ils ne se
risqueraient jamais a juguler une maladie infectieuse aigué sans I'aide d'antibiotiques ni a
soigner une affection séreuse, comme le diabéte, uniquement avec des plantes. Toutefois,
ils peuvent traiter et soulager efficacement leurs patients atteints de maladies bénignes avec
un traitement a base de plantes comme par exemple les affections gastro-intestinales, les
problémes dermatologiques ou d'affections légeres du systéme nerveux (stress et

insomnie). (V., 2003)
3-Les principes actifs :
3.1- Définition des principes actifs :

Les principes actifs ce sont des molécules contenues dans une drogue végétale ou
dans une Préparation a base de drogue végétale, utilisé pour la fabrication des médicaments
; ils présentent une activité thérapeutique curative ou préventive pour I’Homme ou

I’animale.

Ces composés sont souvent en quantité extrémement faible dans la plante, mais se

sont eux qui en sont I’élément essentiel. Il est donc parfois important de réaliser une

8|Page
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extraction qui va isoler la seule fraction intéressante de la plante. (: http// :www.futura-

sciences.com , 2017)
3.2-Les principaux éléments actifs des plantes :

Les effets curatifs de certaines plantes sont bien connus. La camomille allemande,
par exemple, est utilisée depuis des milliers d'années contre les troubles digestifs. Or, ce
n'est que récemment que les €éléments actifs a l'origine des actions thérapeutiques des

plantes ont été isolés et étudiés.
3.2.a- Alcaloides :

Les alcaloides formes 1’un des groupes de principes actifs les plus importants de la
matiere médicale. Ce sont des bases azotées généralement hétérocycliques, douées d’une
activité pharmacodynamique marquée. Pour la plupart se sont des poisons végétaux dotés

d’une action spécifique. Certains ont une action médicale sur I’appareil digestif tel que

I’aesine d’ Aesculushippocastanum qui possede une action anti hémorroidaire. (G., 1965).

3.2. b- Flavonoides :

Les flavonoides sont des métabolites secondaires ubiquistes et occupent une place
prépondérante dans le groupe des phénols des plantes. 2 % environ du carbone organique
est photo synthétisé par les plantes, avec une production annuelle de 109 tonnes par an sont

convertis en flavonoides (A, 2007).

De nombreux flavonoides présents dans produits de consommation présentent un
intérét d’un point de vue de la sant¢ humaine et font I’objet de nombreuses allégations
concernant la santé, particulierement de par leur caractére antioxydant. (Lock O., 2006).
Lamy Parmi les flavonoides, les anthocyanes et les flavonols sont des sous-classes
particulierement intéressantes. Les propriétés thérapeutiques, cosmétiques et alimentaires

ont fait I’objet de nombreuses publications et brevets (Tableau01).

Les flavonoides ont une activité antibactérienne contre la croissance de nombreuses
bactéries telles que Staphylococcus aureus (Babayi H., 2004), Escherichia coli (K, 2006),
Enterococcusfeacalis, Enterobactercloaceae, Heliotropiumsinuatum, Proteus mirabilis, (B,

2005)
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Tableau01 : Structure de base des principaux flavonoides

(Harborne J. B., 2000)

Classes

OCH: | H Diosmétine

OH H | Kaempférol

OH | H Catéchine

OH H | Naringénine

OH | H | Erodictyol

OH H | Pelargonidine

OH | H | Cyanidine

OH | OH | Delphénidine

OH | OH Genisteine

0-Glu | OH Daidzeine
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3.2.c- Saponosides :

Les saponosides possédent a la fois trois types de propriétés : moussantes,
hémolytiques etichtyo toxiques. La biosyntheése des saponosides est caractéristique
d'environ 80 familles végétales. Leur utilisation est variée : dans les domaines
veinotonique, anti-thrombotique, Antiparasitaire, antifongique, analgésique, sédatif,
psychotrope immun modulateur et Cytotoxique (Taskin M. K., 2005). Les saponosides
sont des hétérosides de stérols ou detriterpéne. Ce sont des composés tres répandus dans le
régne végétal. Les saponosides forment une classe particuliére de terpénoides constituée

d'hétérosides de tri terpenes (ou de stérols).

Les saponosidessont solubles dans l'eau, libérent par hydrolyse un ou plusieurs oses et

unegénine (ou aglycone), forment une solution moussante.
3.2.d-Les tannins :

Les tanins sont des substances poly phénoliques de structure variée, de saveur
astringente ayant en commun la propriété de tanner la peau, cette aptitude est lie a leur
propriété de se combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et
3000 Da. Caractérisées par leur astringence, ils ont la propriété de précipiter les protéines
et les métaux lourds. Ils favorisent la régénération des tissus et la régulation de la

circulation veineuse, tonifient la peau dans le cas des rides (Kansole, 2009).

Les tanins sont trés répandus dans le régne végétal, mais ils sont particulierement
abondants dans certaines familles comme les coniferes, les Fagacée, les rosacées (Ghestem
A., 2001). Ils peuvent exister dans divers organes : l'écorce, les feuilles, les fruits, les

racines et les graines.

"Tanins hydrolysables:Les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides

et d'acides phénols, ils sont facilement scindés par les enzymes de tannases en
oses et en acide phénol, selon la nature de celui-ci on distingue : les tanins

galliques, et les tanins ellagiques.

e Tanins galliques (Gallo tanins):

Ils donnent par 1'hydrolyse des oses et de l'acide gallique.

e Tanins ellagiques (Ellagitanins):

IIs sont scindés par les enzymes en oses et en acide ellagique
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=~Tanins condensés:

Les tanins condensés sont des polyméres flavanolique constitués d'unités flavan-3-ols, le

plus souvent épicatéchine et catéchine.

HO

Catéchine Acide gallique
Figure 1 : Structure chimique de deux molécules de tanins.

3.2.e-Glucosides cardiaque :

Présents dans de nombreuses plantes médicinales, telles que les digitales laineuse et
pourprée (Digitahs lanata et D purpurea)et le muguet (Convallana mcgalis), les glucosides
cardiaques comme la digitoxine, la digoxme et la convallotoxine ont une action directe et

puissante sur le coeur .Ils I'aident a maintenir le rythme cardiaque en cas d'affaiblissement.

Ces glucosides sont également diurétiques .IlIs contribuent a transférer les liquides des

tissus et du systéme circulatoire vers les conduits urinaires.
3.2.1- Les anthocyanes

Les anthocyanes sont issus de 1'hydrolyse des anthocyamdmes (flavonoides proches
des flavones), qui donnent aux fleurs et aux fruits leurs teintes bleue, rouge ou pourpre.
Ces puissants antioxydants nettoient 1'organisme des radicaux libres. Ils maintiennent une
bonne circulation, notamment dans les régions du cceur, des mains,des pieds et des yeux La
mure sauvage (Rubus jruticosus), la vigne rouge (Vitisinmfera) et 'aubépine (Crataegus

oxyacantha) en contiennent toutes des quantités appréciables.(32)
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4-Présentation de la plante étudiée :

Buxaceae est l'une des familles les plus importantes parmi les 20 familles de plantes
contenant des alcaloides, qui comprend quatre genres, dont Buxus, Sarcococca,
Pachysandra et Styloceras (Von, Endress, & Qiu, 2000). La famille est représentée par 2
genres et 7 especes (Gaur, 1999). Est principalement distribu¢ en Asie du Sud-Est et en

Afrique régions semi aride (Algérie, Maroc, Tunisie).

Au cours des cinq derniéres décennies, de nombreux travaux chimiques ont été
effectués sur les plantes de ce genre en raison de leurs utilisations traditionnelles qui
intéressent les chercheurs. Ces plantes sont des sources majeures d'alcaloides bioactifs tels
que les alcaloides A et B, la saracocine , l'alcaloide C, la E-salignone, la Z-salignone et la
Na-déméthylsaracodin, 1'époxynepapakistamine-A, 1'époxysarcovagénine- D, funtumafrine
C, N-méthylfuntumine, axillaridineA, spiropachysine, acide oléanolique et stigmastéryl
glucoside. La majorité des travaux chimiques ont été signalés sur S. coriacea, S.
hookeriana, S. saligna et plus de 50 alcaloides ainsi que d'autres constituants mineurs ont
¢été signalés a partir de ces trois espéces seules. La plupart de ces plantes sont connues pour
leur importance biologique distincte, y compris 1'activité inhibitrice du cholinestérase. La
démence d'Alzheimer (MA) se caractérise par une perte de mémoire progressive qui
entraine une profonde perturbation émotionnelle dans les stades ultérieurs. La maladie
s'accompagne de dysfonctionnements du systéme de neurotransmission cholinergique du
systeme nerveux central. L'influx nerveux dans les synapses cholinergiques est terminé par

I'enzyme acétylcholinestérase, qui catalyse 1'hydrolyse du neurotransmetteur acétylcholine.

Buxus dioica : permet de foncer les teintes obtenues avec le henné et de donner de
I’éclat aux cheveux, il a la particularité de couvrir les cheveux blancs. Proche de 1’indigo,
lorsqu’ il est mélangé au henné il donne une palette de couleur allant du chatain clair au
foncé (brun chocolat) selon la couleur de base, le temps de pose et le nombre de hennés

présents sur le cheveu
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Figure 2 : Buxus dioica
4- 1 : classification botanique du genre Buxus

Tableau02 : classification botanique du genre Buxus :

Reégne : Plante

Embranchement : Spermatophyta (Angiospermae)
Classe : Dicotylédones

Ordre : Celastrales

Famille : Buxaceae

Genre : Buxus

5-Procédé d’extraction :

La norme ISO 9235 (Norme ISO, 1997) décrit un extrait végétal comme étant un« produit
obtenu par le traitement d’un solvant, puis, apres filtration, le solvant est éliminé par

distillation sauf dans le cas de 1’utilisation de solvant non volitifs ».

Dans le domaine pharmaceutique, on appelle « drogue végétale » toute plante ou partie de

plante médicinale (Pharmacopée européenne, 2015).
L’extrait doit étre :
-Liquide : obtenues par extraction (extraits fluides et teintures)

-Semi —solide :obtenues par évaporation du ou des solvants ayant servi a leur production

(extraits mous et oléorésines)

-Solides : obtenues également par évaporation du solvant ayant servi a leurs productions

(extraits secs). Elles sont obtenues a partir de drogues végétales a I’aide de solvants
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appropriés.Un extrait est essentiellement défini par la qualité de la drogue végétale dont il
est issu, le procédé delLa production utilisé (solvants d’extraction, procédé de traitement

...)et par des spécifications.
Chapitre 2 : Activités biologiques du Buxus dioica
2.1. Activité antimicrobienne

Dés la naissance, I'homme se trouve en contact avec des micro-organismes (MO) qui
vont progressivement coloniser son revétement cutanéomuqueux. Pour résister a ces
microorganismesde nombreux moyens sont mis en jeu. On peut schématiquement en
distinguer 3 groupes : les barriéres anatomiques, les mécanismes de résistance naturelle (ou

innés) et I'immunité acquise. (SHE, Host response to intracellular pathogens, 1997)

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multi résistantes d’ou 1I’im (SHE, Host response to
intracellular pathogens, 1997)portance d’orienter les recherches vers la découverte de
nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux médicaments a base

des plantes (W, 1998).
2.2 : Capacité antioxydant

Du fait de leur haute réactivité, les espeéces oxygénées réactives (EOR) sont
responsables de nombreux dommages vis-a-vis des constituants cellulaires. Cette
production d'espéces déléteres est généralement équilibrée par leur consommation a vitesse
¢gale par le systéme antioxydant endogéne. La rupture de I'équilibre entre especes pro- et

anti-oxydantes est désignée par le terme de stress oxydant.
2.2.1: Les antioxydants

Les antioxydants sont des molécules ayant la capacité de neutraliser des radicaux
libres qui sont responsables de nombreuses maladies. Les antioxydants sont des composés
qui inhibent ou retardent le processus d’oxydation en bloquant [D’initiation ou la
propagation des chalnes de réactions oxydatives (Behera J. N.). Les antioxydants naturels
ou synthétiques sont utilisés pour prévenir de nombreuses maladies (cardiovasculaires et
neurodégénératives, inflammation, diabéte...) et le vieillissement, dus a la formation

exagérée des radicaux libres. Les antioxydants sont également utilisés dans les aliments
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pour retarder la détérioration, le rancissement ou la décoloration qui est souvent due a

I’oxydation causée par la lumiére, la chaleur et certains métaux.
2.2.2 : Mécanisme d’action des antioxydants

Dans les conditions dites physiologiques, il y a un équilibre entre la production des
radicaux libres et les mécanismes endogeénes de défense antioxydant constituée par le
systtme enzymatique (catalase, peroxydase dismutase, glutathion peroxydase), les
vitamines A, E et C et les polyphénols apportés par I’alimentation et les plantes. Ainsi le
role déterminant de la peroxydase dismutase SOD dans le systéme de défense antioxydant
de I'organisme est connu depuis 1968. L’ion peroxyde O2- est le point de départ de la
chaine de production des radicaux libres. Or dés ce stade précoce, la SOD inactive 1’ion
0O2- en le transformant en peroxyde d’hydrogene H202. Celui-ci est rapidement catabolisé
par la catalase et les peroxydases en dioxygéne O2 et en molécules d’eau H2O. L’activité
antioxydant de ces molécules est déterminée in vitro par plusieurs méthodes telles que

celle du DPPH. Selon, la réaction avec une molécule RH peut s’écrire :

i TP o ok )

|
R
RH _— . R®
O B 2 s
2N NO2 o A Nno:

J L. '1
,[) e S
N NOo

DPPH (radical libre) DPPH (non radical)

Figure 3 : Réaction du DPPH avec un antioxydant

s soD
20 = S H>O-
>H

Figure 4 : Réaction de la superoxyde dismutase SOD
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Figure 5: Réaction de la glutathion peroxydase GPx
3. Controle et analyse par la chromatographie sur couche mince CCM

La chromatographie est une méthode physique d’analyse basée sur la séparation de
constituants d’un mélange ; les différents constituants de ce mélange appelés solutés sont
séparé et entrainés par un fluide (un liquide ou gaz) que ’on appelle phase mobile ; ils
interagissent ou au contraire n’interagissent pas avec une phase fixe que I’on appelle phase
stationnaire qui exerce sur eux un effet retardateur. L’origine du mot chromatographie
vient peut-étre de la séparation de composé colorés puisque chroma en grec, signifie

couleur et graphe in signifie écrire (al, 2013)
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Chapitre3 :Généralité sur les souches testées

1.Bactéries a Gram positif
1.1 Staphylococcusaureus

Les staphylocoques sont des cocci Gram positif qui tendent a se grouper en amas.
Une espéce, Staphylococcus aureus (staphylocoque doré), tient une place tres
importante dans les infections communautaires et nosocomiales (Chambers,

1998).
1.2 Listeria monocytogenes

Les listeria sont regroupées avec les Brochotrix dans la famille des listeriaceae.
Le genre Listeria comporte 8 especes dont I’espécemonocytogenes; pathogene
pour homme et animaux et espéce ivanovii, pathogéne pour les animaux et

rarement pour lhomme.
2. Bactéries a Gram négatif
2.1 Escherichia coli

Escherichia coli (bacille & Gram négatif), commensal du tube digestif, est Ia
bactérie la plus fréquemment impliquée dans les infections urinaires. Elle peut
aussi provoquer des diarrhées par des mécanismes trés divers, ainsi que diverses

infections communautaires ou nosocomiales.
2.2 Klebsiella pneumonie

Le genre klebsiella a ét¢é nommé par Trévisans en 1887 pour honorer Klebs
Edwin. Un microbiologiste Allemand 19¢éme sicécle. L’espeéce type est Klebsiella
pneumonie, connue autre fois sous le nom de pneumobacille de Friedlander. Ce
dernier avait décrit cette bactérie dans les poumons d’un patient décédé dune

pneumonie. (8)

Les bactéries appartenant a [’espece Klebsiella pneumoniae sont des bacilles a
Gram négatif, immobiles, diplobacilles généralement capsulées, non sporulées,

anaérobies facultatifs.
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3-Levure :
3-1-Candida albicans :

Candida albicans est une levure commensale de la voie orale, vaginale, gastro-
intestinale, cutanée et des surfaces muqueuses. Elle est considérée comme

pathogene fongique opportuniste le plus commun chez 1I’humain.

19|Page



Partie Ill. Matériel et méthodes

MATERIEL ET METHODES



Partie Ill. Matériel et méthodes

1. Matériel :
1.1. Zone d’étude :
La wilaya de El Bayadh est située a sud-ouest algérien(Figure ),elle s’étend

sur une superficie de 71697Km.Elle est délimitée comme suit (Terras, 2010):

e Aunord par la wilaya de Saida ; Tiaret ; Sidi-Bel Abbés.
e A ’ouest par la wilaya de Naama.

e Ausud par la wilaya de Bachar ; Adrar.

e A lestparla wilaya de Laghouat.

Carte de situation géographique
de la wilaya d'EL BAYADH

—-7

anamomin | ‘ CHEF-LIEU-WILAYA

Limites des commune

Limite de wilaya

Systéme de projection: Longitude/Latitude (WGS84)
Unités |atlong: Degrés décimaux

50
Kilomeétres
Conception; Arour Eachmi

Figure 6 :Position géographique de la zone d’étude

1.2. Matériel végétal :

L’espéce étudiée est Buxus dioicaqui disponible dans région de Bayadh .Nous

avons acheté la matiére végétale sous forme séchée devant un herboriste.

Figure 7 : Les feuilles du Buxus dioica
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Le matériel expérimental et les réactifs chimiques utilisés durant le travail

pratique sont illustrés dans le tableau suivant :

Tableau 03 : matériel et réactifs chimiques utilisés :

Matériel Réactif chimique
Balance de précision Réactif de Mayer
Balance -Centrifugeuse Réactif de Wagner

Etuve -Bain marie
Spectrométre UV-Vis
Micropipette 200ul

Boite de pétri -Anse de platine
Autoclave -Bec benzen

Plaque CCM- Les tubes a essai
Les tubes héparine

Ecouvion -Eprouvette

Bicher -Flacon

Retavapor -Vortex

Plaque chauffante

Papier filtre -Ballon

nutritive  —

Milieux :  Bouillon

Henton —Gélose nutritive — sabourand.

Muller

Tournures de magnésium
FeCl3 diluée (1%)
Chloroforme anhydre
Anhydre acétique

Acide sulfurique (H2So04)
DPPH

Méthanol

Ethanol

HCl

L’ammoniac

Eau distillé

Iode de potassium

2 : Extraction :Les extraits utilisés ou cours de notre études sont préparés

selon plusieurs mode d’extractions : macération ou sous reflex.

Les extraits préparé sont:

¢thanolique.

extrait

méthanolique,

extrait aqueux, extrait
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2.1 :Préparation de ’extrait aqueux sous reflex :

- Extraction sous reflex de 15g de feuilles en présence dans 100ml d eau distillé
pendant 2h

- Filtration de la solution et récupération du filtrat.

- Evaporation a sec du filtrat.

2.2 : Préparation de |l extrait méthanolique et éthanolique :

-Extraction sous reflex et a chaud (100%) de 15g de feuilles dans 100ml d
¢thanol /méthanol  pendant 2h. Les macéras sont filtrés par papier filtre.les filtrats
sont concentrées a sec sous pression réduite et a une température 60C° au moyen

d’un évaporateur rotatif.

15g du matériel végétal (poudre)

+100ml de méthanol ou éthanol

Extraction sous reflex et a chaud

(100C°) pendant 2 heures

Evaporation au Rotavapeur

(45C°)

-

Extrait éthanolique, méthanoique

et aqueux brut

Figure 8: Protocole de préparation d’extraitéthanoique, méthanoique et

aqueux.
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Figure 9 : Quelque étape d’extraction.

3. Calcul de rendement :

Le pourcentage de rendement pour chaque extrait a ¢été calculé par la formule

suivant :
R(%) :(M/MO0) 100
(%) : Rendement exprimé en %
M : masse en gramme de |’extrait sec résultant.

MO : masse en gramme du matériel végétale a traiter.
4: Screening phytochimique :

Afin de mettre en évidence la présence ou 1’absence de certains composés appartenant aux
familles chimiques des métabolites secondaires, nous avons réalis¢ des tests
phytochimiques spécifiques fondés sur des réactions de coloration, de turbidité ou de

précipitations.
4.1 : Flavonoides :

Dans un tube a essai on ajoute a 5 ml de solution (extrait éthanolique), puis on
ajoute 1 ml HCl et 0.5 g de Mg (lire pendant 3 min). L’apparition d’une

coloration rose ou rouge indique la présence d’un flavonoide (Hopkins, 2003).
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Sml de solution+ 1ml HCI +0.5 de Mg

Coloration rose ou rouge(en 3min)

Flavonoides

Figure 10 : schéma des tests phytochimiques pour la détection des flavonoides
4.2 : Tanins : (Cathéchique ou Gallique) :

On mettre 1 ml de solution avec 2 ml H20 et ajoute 2 a 3 gouttes de FeCl3 1%.
En présence de tanins, il se développe wune coloration bleu-vert (tanins

Cathéchique) ou bleu noire (tanins Gallique) (TREASE E., 2004).

1ml de solution (extrait éthanolique) +2ml H20+2a 3

A 4

v v

Coloration bleu-vert Coloration bleu-noire

| !

Tanins cathéchique Tanins galliques

Figure 11 : schéma des tests phytochimiques pour la détection des tanins
4.3 : Saponosides :

La mise en évidence des saponosides repose sur leur faculté¢ a former une mousse
(Dohou N., 2003) Dans un bécher, on ajoute 100 ml d’eau distillée a une quantité de 2 g de
poudre végétale, puis la solution est portée a ébullition pendant 30 min. Apres
refroidissement, on filtre le mélange et on ajuste le filtrat a 100 ml avec 1'eau distillée.
Dans une série de dix tubes a essai, sont introduits successivement 1, 2,...10 ml d’infusé a
2% de poudre végétale puis le volume est ajusté dans tous les tubes a 10 ml avec 1’eau

distillée. Chaque tube est agité pendant 15 secondes dans le sens de la longueur. Aprés un
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repos de 15 min, la hauteur de la mousse est mesurée, si cette derniere est ¢gale a 1 cm, la
dilution de la substance dans ce tube correspond a I’indice de mousse recherché, il est égal
a 1000/ n° tube. Un indice supérieur a 100 est considéré comme une réaction positive

témoignant d’une richesse de la plante en saponosides.
4.4 : Les alcaloides :

La caractérisation des alcaloides est effectuée en utilisant des réactifs de Mayer et
Wagner (E.A., 1982). Dans un erlenmeyer de 250 ml, introduire 2 g de la poudre végétale
et 50ml d’une solution aqueuse acidifiée par H2SO44a 10%. Le mélange est agité et macéré
pendant 24 heures a la température ambiante du laboratoire. Il est ensuite filtré sur papier
filtre et lavé a ’eau distillée de maniére a obtenir environ 50ml de filtrat. Dans deux tubes
a essai sont introduit Iml de filtrat a puis on ajoute 1-5 gouttes des réactifs de Mayer (2.5
g d’iode, 5 g d’iodure de potassium et 100 ml H20) dans le premier tube et 2-5 gouttes de
Wagner dans le second. La présence d une turbidité ou d un précipité aprés 15 minutes

dans les deux tubes confirme la présence des alcaloides.

Macération de 2g de poudre végétale +S0ml d

une solution acidifiée par H2SO4

Filtration
A 4
A 4 A\ 4
1ml du macéra+1-5 1ml du macéra +2-5
gouttes de réactif Mayer gouttes de Wagner
\ 4
Précipité brun Précipité blanc

Figure 12: schéma des tests phytochimiques pour la détection des alcaloides
4.5 : Amidon :

Le test effectu¢ consiste a : Chauffer 5 ml de D’extrait (aqueux, éthanolique,
méthanolique) avec 10 ml d’une solution de Na Cl saturée dans un bain marie jusqu’a
I’ébullition ; Ajouter le réactif d’amidon .Un test positif est révélé par ’apparition d’une

coloration bleue violacé(J.L.Guignard., 2004)
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Sml de I’extrait éthanolique

10ml dune solution de NaCl

Ajouter le réactif d’amidon

Test positif : Co

violacée

loration bleue

Figure 13: schéma des tests phytochimiques pour la détection d’amidon

4.6 : Glycosides cardiaques :

2 ml de chaque extrait (aqueux, éthanolique, méthanolique) a été dissous avec 2 ml

de chloroforme, l'acide sulfurique concentré a été ajoutée avec précaution pour former une

couche rougeatre foncée a l'interface de l'anneau stéroide, qui indique la présence de

glycosides cardiaques(D.Dialla, 2000)

2ml de I’ext

rait éthanolique

+2ml de chloroforme

A

y

On ajoute I’acide sulfurique

Couche rougeatre foncée

A

y

Glycosides cardiaques

Figure 14: schéma des tests phytochimiques pour la

cardiaques

détection les glycosides
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4.7 : Composés réducteurs :

1 ml de solution avec 2 ml H2O et ajoute 20 gouttes de réactif de Fehling puis chauffe.
Formation le précipité rouge-brique signifie la présence des composés réducteurs

(TREASE E., Pharmacognosie, Billiaire Tindall. London 13 th Edition. P 61-62., 1987)

1ml de I’extrait éthanolique+2ml H20

Ajoute 20 gouttes de réactif de Fehling

+chauffage

l

Précipité rouge-brique

Composés réducteurs

Figure 15: schéma des tests phytochimiques pour la détection les composés

réducteurs
4.8: Anthocyanes :

2 ml d’infusé aqueux sont ajoutés a 2 ml de HCL 2N. L’apparition d’une coloration
rose- rouge qui vire au bleu violacé par addition d’ammoniac indique la présence

d’anthocyanes (Figure) (Debray M., 1971).

2 ml d’infusé + 2 ml HCI (2N) + quelques gouttes d’ammoniac

I

Coloration rose ou rouge qui vire au bleu- violacé

l

Anthocyanes

Figure 16 : schéma des tests phytochimiques pour la détection les anthocyanes
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5. Evaluation de D’activité antibactérienne
5.1 : Les souches utilisées :

Tableau 04 : Différentes souches utilisées pour D’évaluation des activités

antibactérienne :

Nom de la souche Références Gram

Escherichia coli ATCC25922 -
Listeria monocytogenes ATCC19115 +
Staphylococcus aureus ATCC25923 +
Klebsella pneumoniae -

5.2Les milieux de cultures utilisés :

Nous avons utilis¢ 3 trois milieux de culture: gélose nutritive —gélose

Muller Hinton- Bouillon nutritif.
5.3 Méthode de diffusion en milieu gélose :
5.3.1 Préparation de I’inoculum bactérien :

Les souches bactériennes ont été revivifiées dans un bouillon nutritif a 37°C pendant 24
heures. Puis des gouttelettes de suspension bactérienne sont ensemencées en strie dans des
boites de pétri préalablement coulées de gélose nutritive. Concernant les levures ;la pré

culture en milieu solide ( sabouraud) de 48h a 35C°.

Aprés incubation, préparé¢ un inoculum a partir des colonies bien isolées

dans 2 ml I’eau physiologie stérile.
- laisser bien homogénéiser la suspension bactérienne.

-L’ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation

de I’inoculum.
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5.3.2 : Préparation de les boites pétrie :
-Laver les mains.

-Laver la surface de travail avec un désinfectant.
-Allumer le bec bunsen.

-Placer la gélose MH dans une boite de pétri.
-Fermer la boite de pétri.

-Laisser a geélifier.

-Laver la surface de travail avec un désinfectant.

Figure 17 : les boites de petri préparés Figure 18: Muller Hinton
5.3.3 : Préparation de la gamme de concentration d’extrait :

L’extrait éthanolique a été dissout dans 1 éthanol pour obtenir une solution mere de
Smg/ml ; pour préparer les différentes dilutions %2.Cette gamme (tableau) a été préparée

dans des 5 tubes en verre :

Tableau 05:les  concentrations utilisées pour [D’évaluation de Dactivité

antimicrobienne :

N° 1 2 3 4 5

Mg/ml 5 2.5 1.25 0.625 0.33
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5.3.4 : Ensemencement des boites :

Les boites de Pétri contenant de Mueller Hinton gélos¢é MH (pour les bactéries) et
Sabourant (pour les levures) sont ensemencées aseptiquement par écouvillonnage. Ensuite

elles sont séchées a proximité de la flamme (15min).

- 30ul de chaque solution d échantillon a tester ont été déposés dans les puits
précédemment creusés

- Les boites de pétri ont été laissées pendant 1 heure a la température ambiante pour
une pré-diffusion des substances ; avant d’étre incubées a 37C° a 1’étuve pendant
24h (Oke MA, 2013).

- Des puits d’antibiotiques (Céphalosporine) ont été également utilisés pour servir
de témoins positifs.

- L’activité antibactérienne a été déterminée en mesurant le diamétre de la zone d

= 3
';% = '
| .
2
- "\

inhibition autour de chaque puit.

Figure 19: Ensemencement des boites de pétri  Figure 20: Remplissez les puits

5.3.5 : Lecture :

Selon Barros et al,. 2007, I’activité antimicrobienne est exprimée en zones d’inhibition

comme suit :

- Diamétres inférieurs a 7 mm : aucune activité antimicrobienne (—)

- Diamétres de 7 2 9,9 mm : activité¢ antimicrobienne faible (+)

- Diamétres de 10 a 11,9 mm : activité antimicrobienne modeste (+ +)
- Diamétres de 12 a 15 mm : activité antimicrobienne €levée (+ + +)

- Diamétres supérieurs a 15 mm : activité antimicrobienne forte (+ + + +)
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6-Evaluation de activité antioxydante :

Test de piégeage du radical libre DPPH : Le test antioxydant a été réalisé avec la
méthode au DPPH (Sanchez-Moreno C., 1998). 50ul de chaque solution
méthanolique des extraits a différentes concentrations (de 0,0125 a 5mg/ml) sont
ajoutés a 1,95 ml de la solution méthanolique du DPPH. Parallelement, un
controle négatif est préparé en mélangeant 50ul de méthanol avec 1,95 ml de la
solution méthanolique de DPPH. La lecture de [’absorbance est faite contre un
blanc préparé pour chaque concentration a 515nm aprés 30 min d’incubation a
I’obscurité et a la température ambiante. Le contrdle positif est représenté par une
solution d’un antioxydant standard ; [’acide ascorbique dont 1’absorbance a été
mesur¢ dans les mémes conditions que les échantillons et pour chaque
concentration le test est répét¢ 3fois. Les résultats ont ¢été  exprimés en

pourcentage d’inhibition (PI).
PI=100(A0-A1)/A0

A0 : absorbance DPPH Al : absorbance échantillon

Figure 21 : Piégeages du radical libre DPPH
Les valeurs de la CI5S0 ont été déterminées graphiquement par la régression
linéaire.
7-Fractionnement de ’extrait par CCM
Supports utilisés dans cette expérimentation

Des plaques en verre (20cm sur 20cm) sont rincées avec du méthanol et séchées,
le gel silice et répandu uniformément sur ces plaques a 1 aide d’un étaleur pour
avoir une épaisseur de 0.5 mm. Ensuit, les plaques sont séchées a D’aire libre

pendant 15 min puis activées dans une étuve a 110°C pendant 30min. Les
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différents dépots sont espacés de 2 cm en laissent 1.5 cm aux deux extrémités

latérales.

Les essais de CCM sont réalis¢ sur extrait: I’extrait méthanolique 20mg de
chaque extrait est solubilis¢ dans 1 ml méthanol, Les témoins utilisés sont:

I’acide gallique, myrcetine, catéchine et la quercétine.

Les échantillons sont disposé sur une plaque préparé de verre fluorescente

recouverte d’une face de gele silice ; Les ¢luant testés sont essentiellement :

- Me¢éthanol : Chloroforme (50/50).
- Méthanol : Acétate d’éthyle : acide formique :(75 /25/25/5).

Aprés migration du systtme sur plaque CCM, on procede a la révélation des

chromatogrammes par une lampe UV : 254,336 nm.

L’interprétation qualitative du chromatogramme s’effectue par la détermination
des facteurs de rétention RF. L a position finale de la tache (ou spot) est
caractéristique de la molécule. Ce RF est le rapport de la distance parcourue par le
composé divis¢ par la  distance  parcourue par 1’¢éluant. (ALI et

BENARIBA ,2012).

RF= X/Y = Hauteur de la tache / Hauteur du front du solvant.
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1-Rendement de Dextrait: Le rendement des extraits ¢étudier (méthanolique,
¢thanolique) a ¢été déterminé par rapport a 15g du matériel végétal sec (feuilles).

Les résultats obtenus sont représentés dans le Tableau.

Tableau06 : Rendements des extraits bruts des feuilles de Buxus dioica

Extrait brut Poids de 1’extrait(g) Rendement de 1’extrait (%)
Extrait méthanolique 0.96 6.4
Extrait éthanolique 0.87 5.8

Les taux- de polyphénols totaux enregistrés dans les extraits ¢éthanolique,

méthanolique de 1'espéce Buxus dioica étudiée sont résumés dans la (Figure22).

10 ~
9 -
8 -
7
6 -
5 -
4 -
3 -
2 -
1 -
0 T . T {
Extrait aqueux Extrait Extrait éthanolique
méthanolique

Figure 22: Rendement d’extraction

D’apres ces résultats on constate clairement que le taux de polyphénols estimés varie
proportionnellement en fonction de la polarité des solvants d’extraction. En effet, 1’extrait
aqueux a présenté¢ le taux le plus élevé avec une valeur de 9.3% suivie par I’extrait
méthanolique 6.4%. Alors que la teneur la plus faible est enregistrée pour 1’extrait
¢éthanoliques avec une valeur de 5.8%.En accord avec ces résultats, plusieurs travaux
affirment que les polyphénols sont solubles dans les solvants apolaires

(Djahra.Ali.Boutelis, 2013).
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D’une maniere générale, les teneurs en extraits secs varient en fonction des paramétres de
I’extraction solide-liquide des polyphénols, le solvant d’extraction, la taille des particules
et le coefficient de diffusion du solvant. En plus de ces aspects quantitatifs, quelque soit la
méthode d’extraction appliquée, elle doit tenir compte de la qualité d’extrait, autrement dit

de la bioactivité de ses principes actifs.
2-Résultats de screening phytochimique :

Tableau 07: Résultats de screening phytochimique :

Métabolites Remarque Résultat
secondaires
Flavonoides Apparition d’une

couleur rouge

(+)

Composé Ne apparition pas
réducteurs d’une couleur rouge
brique )
Tanins Apparition d’une
cathéchique couleur bleu-vert

()

Tanins gallique Ne apparition pas

dune couleur bleu-
)

noire
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Saponides Le tube n°8 est plus

proche de lcm, donc

- ()

I’indice de mousse

I=125
Amidon Apparition dune

couleur bleu -

violacée (++)
Anthocyanes Pas de couleur rose

ou rouge

Q)

Alcaloides Ne apparition pas

dune précipité blanc 6
Glycosides Ne apparition
cardiaque pas dune couleur G

rougeatre

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de quelques

métabolites secondaire au niveau des feuilles de la plante étudiée (Buxus dioica). La

détection de ces composés chimiques est basée sur des essais de solubilité des constituants,

des réactions de précipitation ou un changement de couleur.
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Les résultats obtenus des tests phytochimiques, des différentes préparations des
feuilles du Buxus dioica, ont révélé la richesse de cette plante en tanins ; flavonoides ;

saponides et amidon dans les différentes préparations éthanolique et méthanolique.

Par contre, les tests des alcaloides ; des glycosides cardiaques et des anthocyanes

sont marqués négatifs dans les différents extraits.
3-Résultats de I’activité antimicrobienne :

Le tableau(17) refléte les résultats des tests d’inhibitions effectués par les méthodes de
diffusion de puits d’agar, montrant forte activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique
contre Staphylococcus aureus avec des zones d’inhibitions de 21-13-6-4 mm. Pour
I’activité antifongique : montrant forte activité de 1’extrait méthanolique contre A14 ; A7 et
A6 avec des zones d’inhibitions de 22-20-18-14mm ; 20-16-13-12mm et de 18-17-15-

14mm respectivement.

Tableau08 : Diamétres d’inhibitions obtenus par I’extrait méthanoliques de Buxusdioica

Diameétre des zones d’inhibitions en mm

Concentration(mg/ml) 5 2.5 1.25 0.6
Staphylococcus aureus 21 13 6 4
Listéria monocytogenes 10 8 7 5

Escherichia coli - - - -

Klebsella pneumoniae 10 5 - -
Candida albicans A6 15 17 15 18
Candida albicans A7 20 16 13 14
Candida albicansA9 14 11 8 8
Candida albicansA14 22 20 18 14

(-) : aucune inhibition

Les diamétres des zones obtenus de D’extrait méthanolique varient de 04 mm

jusqu’a 22 mm. Les deux souches C. albicans Al14 (22 a 14); C. albicans A7 (20
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a 14mm) et C.albicans A6 (15a18mm) étaient les plus sensibles (de Smg/ml a
0,625 mg/ml) par D’extrait méthanolique de Buxus dioica, suivie de C.albicans

A9( 14a8mm)(de Smg/ml a 0.625mg/ml).

Cependant, I’activité antibactérienne a montré une sensibilit¢é de S. aureus (21 a
4mm)(Smg/ml & 0.625mg/ml), L, monocytogenes (10 a 5 mm)(Smg/ml)et K.
pneumoniae (10 a Smm)(Smg/ml). Cependant, il na aucun effet sur la souche E.

coli.

Les photos de la Figure illustrent les zones d’inhibitions pour I’extrait

méthanoliques.

Bactéries Levures

Figure 23 : Photos montrant des zones d’inhibition de la croissance bactérienne

4-Résultats de ’activité antioxydant

Afin dévaluer I’activité antioxydante de I’extrait méthanolique la capacité de pi¢geage des

radicaux DPPH a été évaluée. La figure montre que 1’extrait méthanolique est doté d’une
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capacité significative a piéger le radical DPPH avec une concentration inhibitrice médiane

égale a IC50%=2.01 mg/ml

lactivité antiracalaire(%)

Extrait méthanolique

120,00

100,00

y =15,26x + 19,31

-~

80,00 /
60,00

/

Sériel

40,00 /

——Linéaire (Sériel)

20,00

0,00 .
0,00 2,00

C(ug/ml)

6,00

Figure 24:

Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH de Dextrait

méthanoique.

5- Résultats de la chromatographie sur couche mince

Tableau 09 : Résultats de CCM de ’extrait bruts des feuillesde Buxus dioica

Phase Méthanol/ chloroforme Méthanol/Acétatedéthyle/Acide
mobile .

Formique
RF 0.098 0.11

L’analyse par chromatographie sur couche mince (CCM) d’extrait méthanolique a donné

une seule tache de couleur jaune a un rapport frontal (RF) de 0.098 pour la phase mobile

(Méthanol/ Chloroforme) et 0.11 pour la phase mobile (Méthanol/ Acétate d’éthyle/Acide

formique) qui indique la présence de rutine (est une molécule naturelle appartenant a la

famille des flavonoides)
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Figure 25 : Résultats de CCM de I’extrait de Buxus dioica
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Conclusion

Notre travail a porté sur 1’étude phytochimique des feuilles du Buxus dioica,

récoltée dans la région d’El Bayadh.

L’¢tude phytochimique, e des feuilles du Buxus dioica a permet d’obtenir un
rendement d’extraction avec des solvants de polarit¢ différente (eau, méthanol,
¢thanol) de l'ordre de 9.3% ; 6.4% et 5.8% respectivement. En accord avec ces
résultats, plusieurs travaux affirment que les poly phénols sont plus solubles dans

les solvants polaires que dans ceux apolaires.

Les résultats des tests phytochimiques effectués sur les différents extraits
(aqueux, ¢éthanolique et méthanolique) ont prouvé la richesse des feuilles du

Buxus dioica en tanins, flavonoides, saponines et amidon.

L’évaluation d’activité antioxydante a révélé que cette plante a des trés bonnes

propriétés antioxydantes, avec un pourcentage de 92%.

L’activité antibactérienne de [D’extrait éthanolique des feuilles de la plante Buxus
dioicaa ¢été ¢évaluée sur quartes souches bactériennes (Staphylococcus aureus,
Escherichia  coli, Klebsella  Pneumoniae,Listeria ~ monocytogenes), selon la
méthode de diffusion sur milieu. Les résultats ont montré que [’extrait éthanolique
du Buxus dioica a exercé une activitésur Staphylococcus aurues. Pour le test
antifongique, les résultats obtenus ont montré que I’extrait éthanolique du Buxus
dioica a exercé un effet antifongique sur Candida albicans a des concentrations

différentes.

43|Page



Parties VI. Références bibliographiques

REFERENCES
BIBLIOGRAPHIQUES



Parties VI. Références bibliographiques

Al-Gabbiesh A., K. M. (2015). Influencing the Contents of Secondary
Metabolites in Spice and Medicinal Plants by Deliberately Applying Drought

Stress during their Cultivation. Jordan Journal of Biological Sciences, 1 (8), 1 —

10.

http// :www.futura-sciences.com . (2017, 12 05). Futura santé.Définition-

plante-médicinale, principe-actif-substance-active .

A, G.-F. (2006). Medicinal plants: Traditions of yesterday and drugs of
tomorrow. Molecular Aspects of Medicine, 27, 1-93.

A, L. (2007). Contribution a l’étude phytochimique de quatre plantes.
al, M. e. (2013).

al, M. e. (2005). Tropical Medicine & International Health. Blackwell
Synergy, 11, 136-143.

B, M. (2005). Screening of medicinals plants used in Rural Indian Folk .

B, M. (2009). These de doctorat. "Phytochimie. Contribution a ['étude
phytochimique de deux plantes de la famille des Apiaceae :@ Carum montanum

Coss. & Dur. et Bupleurum montanum Cos , 01.
Babayi H., K. 1. (2004). The antimicrobial activities of methanolic.

Behera J. N., R. J. 4 Ni2+ (S = 1) Kagome Compound Templated by 1,8-
Diazacubane American of Chemistry Society, 128 (29), 9334-9335.

Benkhnigue O., Z. L. (2011). .Etude ethnobotanique des plantes
médicinales dans la région de Mechrad Bel Ksiri, 53, .191-216 .

D. Ouraini, A. A.-A. (2007). Activité antifongique de D’acide oléique et des
huiles essentielles de Thymus saturejoides. Phytothérapie (01), 6-14.

D.Dialla. (2000). Ethnopharmacological survey of medicinal plants in Mali
and phytochimical study of four of them: Glinus oppositifolius ( Azoaceae),.
Diospyrosabyssinica ( Eblanceae), entada Africana ( Meliaceae), these de

Doctorat .

Debray M., J. H. (1971). Travaux et documents de I’Orstom (8).

45|Page



Parties VI. Références bibliographiques

Djahra.Ali.Boutelis. (2013). thése de Doctorat. FEtude phytochimique et
activité antimicrobienne, antioxydante, antihépatotoxique du Marrube blanc ou

Marrubium vulgare L .

Dohou N., Y. K. (2003). Screening phytochimique d’une endemique Ibero-
marocain. Thymelaea lytroides. Thymelaea lytroides, 142, 61-78.

Dutertre]. M. (2011). Enquéte prospective au sein de la population
consultant dans les cabinets de médecine générale sur l’ile de la Réunion : a
propos des plantes médicinales, utilisation, effets, innocuité et lien avec le

médecin generalist. These doctorat d'état, Univ. Bor. France,: p33.

Dzoyem J.P., T. J. (2010). Activité antifongique des extraits de quelques

plantes médicinales camerounaises, 10.

E.A., S. (1982). Medicinal plants and traditional medicine in Africa. John
Wiley and Sons , 256.

El kalamouni C., M. B. (2010). Caractérisations chimiques et biologiques
d’extraits des plantes aromatiques oubliées de Midi-Pyrénées. Thése de

Doctorats, Universite de Toulouse.

ELQAJ M., A. A. (2007). ELQAJ M., AHAMI A. et BELGHYTI D., 2007 -
La phytothérapie comme alternative a la résistance des parasites intestinaux aux
antiparasitaires. Journée scientifique  "ressources naturelles et antibiotiques.

Maroc.

G.,, F. (1965). Guide des travaux pratique en matiere médicale

pharmacognosie. France :JOUVE.

Gaur, R. (1999). Flora of the district Garhwal. Family Buxaceae, 107, 331-
332.

Ghestem A., S. E. (2001). Le préparateur en pharmacie dossier 2¢meEd
TEC&DOC. 275.

GrumwaldJ., & JanckC. (2006). guide de la phytothérapie.2 éme edition.

Italie:marabout.

Harborne J. B., W. C. (2000). Advances in flavonoid research since 1992,
55 (6), 481-504.

46 |Page



Parties VI. Références bibliographiques

Hilinaruthnadia. ( 16/02/2018]). Les bénéfices et les inconvénients de la

phytothérapie.[en ligne].
Hopkins. (2003). Physiologie végétale. 2éme édition Boeck , 276-280.
J.L.Guignard., F. (2004). Botanique et systématique moléculaire , 284.

JN, E. (1998). A4 sensitive and quick microplate method to determine the

minimal inhibitory concentration of plant extracts for bacteria., 64 (8), 711-3.

K, U. (2006). Arch.Microbial. Differential antibacterial activity of genistein
arising from, 184 (5) , 271-8.

Kansole, M. (2009). Etude -ethnobotanique, phytocuimique et activités
biologiques de quelques lamiaceae du Burkina Faso: cas de Leucas martinicansis

(Jacquin.
Lock O., C. L. (2006). Analysis of flavonoids in plants. Current.

M, C. M. (1999). Plant products as antimicrobial agents. Clinical
microbioloy reviews, 12 ((4)), 564-570.

M, P. (2006). Assainissement microbiologique de l'air et des systémes de

ventilation au moyen d'huiles essentielles. These de doctorat , 161.

Marc Pihet, A. M. ( 2013). Diagnostic biologique des candidoses. REVUE
FRANCOPHONE DES LABORATOIRES (N°450).

Norme ISO. (1997). Matieres premieres d origine naturelle-vocabulaire

(9235).

Oke MA, B. A. (2013). Evaluation of antibacterial efficacy of some
alcoholbased hand sanitizers sold in llorin (north-central Nigeria)., 15 (1), 111-
117.

P, B.-B. E. (1995). Antibiothérapie en pratique clinique. Ed. Masson, Paris.

P, I. (2001). Encyclopédie des plantes médicinales. 2éme édition. Londres :

Larousse.
Pharmacopée européenne. (2015). Extraits de drougue végetale (0765).

Sanchez-Moreno C., L. J.-c. (1998). A procedure to measure the antiradical

efficiency of polyphenols. Journal Science Technology International, 8, 144-153.

47|Page



Parties VI. Références bibliographiques

SHE, K. (1997). Host response to intracellular pathogens. Ed. Springer ;
R.G. Landes, New York; Austin.

SHE, K. (1997). Host response to intracellular pathogens. Ed. Springer ;
R.G. Landes, New York; Austin,.

Taskin M. K., A. C.-g. (2005). Triterpéne saponins from Nigella sativa L.
Turkish Journal of Chemistry, 29, 561-569.

TREASE E., E. W. (1987). Pharmacognosie, Billiaire Tindall. London 13 th
Edition. P 61-62. In Karumi Y, Onyeyili PA et Ogugduaja VO,2004 , 61-62.

TREASE E., E. W. (2004). Pharmacognosie,Billiaire Tindall. In Karumi Y,
Onyeyili PA et Ogugduaja VO , 61-62.

Ulanowska K., M. A.-B. (2007). Assessment of antibacterial effects of
flavonoids by estimation of generation times in liquid bacterial cultures. Biologia,

62, 132-135.
V., N. (2003). Encyclopédie des plantes médicales et aromatiques. Paris .

Von, B., Endress, P., & Qiu, Y. (2000). Phylogenetic relationships in
Buxaceae based on nuclear internal transcribed spacers and plastid ndhF

sequence, 161, 785-792.

W, B. J. (1998). Antimicrobial Functions of Spices: Why Some Like it Hot.
Q. Rev. Biol, 73, 3-49.

Z, H. (2011). Contribution a 1’é¢tude des propriétés antibactériennes et
antioxydantes de certaines huiles essentielles extraites des Citrus: Application sur
la sardine (Sardina pilchardus). Mémoire de magister.” Biochimie appliquée et

Biotechnologies , 16-17.

48 |Page



49|Page



