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Introduction



Introduction

Depuis le temps ancestral, a la recherche de traitements pour leurs affections, les hommes ont
trouvé des solutions dans le monde naturel. A I'instar du passé, la compréhension des origines
des maladies et de l'utilisation de certaines plantes en tant que traitements demeurait insuffisante,
tout reposant alors sur le vécu personnel. Au fil du temps, les motifs expliquant I'usage de
plantes médicinales particuliéres pour soigner certaines affections ont été révélés. (Petrovska,
B., 2012)

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour I'numanité. Leur utilisation est
encore répandue dans certaines régions du monde, notamment dans les pays en développement,
sur le continent africain, elles représentent une ressource diversifiée et vitale pour I'industrie
pharmaceutique (Tabuti J.R.S. et al., 2003).

L'Afrique est riche en une grande variété de plantes médicinales. Effectivement, parmi les
300.000 espéces végétales identifiées a I'échelle mondiale, Plus de 200 000 de ces espéces se

trouvent dans les régions tropicales d’Afrique et sont dotées de propriétés médicinales

(Salhi S. et al., 2010).
Gréce a sa localisation biogéographique, I'Algérie présente une diversité écologique et floristique
considérable, avec plus de 3000 espéeces de diverses familles botaniques recensées. Parmi celles-
ci, 15% sont endémiques et demeurent largement inexplorées, tant sur le plan phytochimique et

pharmacologique (Daira et al., 2016).

Dans le contexte de la mise en valeur de la flore algérienne, nous nous sommes penchés sur une
espece appartenant a la famille des Lamiacées. L'espéce Phlomis crinita a été retenue comme

objet de notre sélection pour ses multiples propriétés thérapeutiques.

Phlomis crinita est une espece endémique et rare, spéecifique a certaines régions d'Algeérie.
Connue localement sous le nom de «El Khayata » ou « Kayat ElI Adjarah », Elle mesure
approximativement 75 cm de hauteur. Ce genre est couramment employé dans la médecine

traditionnelle Algérienne, pour ses propriétés cicatrisantes (Baali, F. et al., 2024).



Cette recherche vise a réaliser une étude phytochimique ainsi qu'une évaluation des
propriétés antioxydantes et antibactériennes des extraits de la partie aérienne de la plante

Phlomis crinita.

Ce mémoire est structuré en trois sections distinctes : Le premier chapitre se consacre a un
résumé bibliographique approfondi. Le deuxieme chapitre expose la section pratique, détaillant
les méthodes et matériaux employés. Le troisieme chapitre traite les résultats obtenus et leur

discussion.

En fin, une conclusion résume les principaux résultats et propose des perspectives pour de

prochaines études.
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I. La phytothérapie et les plantes médicinales
I. 1 La phytothérapie

La phytothérapie, dont le nom provient des mots grecs phuton (« plante ») et therapeia (« Soin
»), est une pratique médicale a la fois ancestrale et actuelle. Transmise historiquement par voie
orale a des praticiens formés, elle repose sur I’utilisation des plantes pour prévenir et traiter

divers troubles de santé (Sanogo, R., 2006).

Elle s’appuie sur les propriétés thérapeutiques naturelles de certains extraits végétaux,
notamment les principes actifs tels que les composés chimiques d’origine naturelle, les huiles
essentielles, les tanins, ou encore les flavonoides. Ces substances, présentes dans le regne
vegeétal, sont reconnues pour leurs effets benéfiques dans la prise en charge de nombreuses

affections (European S. ,2003).
I. 2 Les plantes médicinales
1.2.1. Définition

Les plantes médicinales constituent I'une des formes les plus anciennes de thérapie, employées
depuis des millénaires dans les pratiques médicales traditionnelles a travers le monde. Les
savoirs empiriques relatifs a leurs propriétés therapeutiques se sont transmis de génération en
génération au sein des communautés humaines. Par ailleurs, les produits naturels occupent une
place centrale dans la découverte de nouveaux agents pharmacologiques, et de nombreux
médicaments actuels, issus de la phytothérapie traditionnelle, sont aujourd’hui intégrés dans la

pharmacopée moderne (Marrelli, 2021).

1.2.2 Pouvoir des plantes médicinales

L'effet thérapeutique des plantes médicinales dépend de leur composition chimique. Depuis le
XVIlIe siecle, lidentification des principes actifs végétaux a permis le développement de
médicaments majeurs. Des substances comme la tubocurarine, la morphine ou la cocaine sont
issues de plantes et utilisées en médecine pour leurs propriétés myorelaxantes, analgésiques ou
psychoactives. L’intérét pour les plantes médicinales continue de croitre, soutenant la recherche

pharmaceutique (Larousse, 2001).
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l. 2. 3 La famille de lamiacées

La famille des Lamiacées, largement reconnue pour sa richesse en composés bioactifs, fait
I’objet d’un intérét scientifique croissant. Au sein de cette famille, le genre Phlomis, qui
regroupe plus d'une centaine d'espéces herbacées vivaces, se distingue par sa répartition
géographique centrée autour du 40° parallele nord. Ce genre est notamment représenté dans des
pays tels que I’Algérie, le Maroc, I’Espagne, la Grece, la Turquie et la Chine (Chelgham, A. et
al., 2025).

Figure 01: Répartition geographique des Lamiacées dans le monde

I. 1.2.3.1. Le genre Phlomis et I’espéce Phlomis crinita

Phlomis est 1'un des genres médicinaux des Lamiacées. Ce genre posseéde des propriétés
médicinales uniques (Aghakhani F. et al., 2018). Quatre espéces poussent dans le nord de
I’Algérie : une espéce méditerranéenne, Phlomis herba-venti et trois especes endémiques a
savoir Phlomis bovei, Phlomis caballeroi et P. crinita (kabouche et al., 2005). Cette derniére
espece constitue généralement une source naturelle importante de divers métabolites secondaires
(Derafa l. et al., 2022).
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I. 1.2.3.2. Description botanique de Phlomis crinita

Phlomis crinita Cav. est une espéce endémique de la flore algérienne. Elle atteint une hauteur
d’environ 75 cm et se caractérise par des feuilles basales lancéolées a ovales, mesurant entre 6 et
18 mm de long, ainsi que par 2 a 4 feuilles caulinaires de forme rhombique, sessiles, de 1 & 2,5
cm de long. Les bractées, étroites (moins de 1 mm de large) et linéaires (10 a 18 mm de long),
portent des poils mous excédant 3 mm, émergeant d’une base a structure stellaire. Le calice est
densément recouvert de poils étoilés soyeux, avec des dents linéaires. La corolle, quant a elle,
présente une teinte allant du brun au jaune doré intense. Les tiges, de coloration grise, varient

entre 50 et 100 cm de hauteur.

Cette espece figure dans le Rapport national sur la diversité biologique en Algérie (PNUD,
2014), en raison de son statut de rareté. Elle est localement connue sous les noms vernaculaires
de « EI Khayata » ou « Kayat El Adjarah » (Adjoudj, A., et Latreche, A., 2017).

Figure 02 : Image de Phlomis crinita (source google)
I. 1.2.3.3 Classification systématique
Regne Plantae

Embranchement Spermaphytes
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Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille lameacées
Genre phlomis
Espéce phlomis crinita

I. 1. 2. 3. 4 Usages traditionnels

Des extraits issus de différentes especes de ce genre sont traditionnellement utilises dans le
traitement de diverses affections pathologiques telles que les ulcéres gastriques, le diabéte, les
hémorroides, les plaies et les inflammations (Limem-Ben Amor et al., 2009). Le genre Phlomis
comprend plus d’une centaine d’especes, réparties principalement en Afrique du Nord, en Asie et

en Europe (Kondeva-Burdina et al., 2023).

Parmi ces especes, Phlomis crinita Cav. est particulierement utilisée dans la meédecine
traditionnelle algérienne pour le traitement des affections gastro-intestinales, du diabéte, des
inflammations, des hémorroides, ainsi que pour la cicatrisation des plaies. Elle est également
reconnue pour ses effets bénéfiques sur la santé hépatique et rénale (Limem-Ben Amor et al.,

2009 ; Merouane et al., 2019 ; Boutennoun et al., 2023 ; Boutennoun H. et Boussouf 2023).

I.1.2.3.5 Composition chimique

Les plantes appartenant au genre Phlomis constituent une source importante de composes
bioactifs tels que les polyphénols, les terpénoides, les saponines et les iridoides, reconnus pour

leurs effets bénéfiques sur la santé, notamment leurs propriétés antioxydantes, anti-
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inflammatoires, antimicrobiennes, ainsi que leur capacité a favoriser la cicatrisation des plaies
(Marques et al., 2023).

Les extraits de la plante Phlomis crinita contiennent une grande richesse en métabolites
secondaires tels que les tanins, les flavonoides, les iridoides, les stérols, les glycosides cardiaques

et les anthraquinones (Dellai et al., 2009).
I. 2. 4 Les éléments actifs des plantes

Les composés bioactifs présents dans les plantes peuvent étre classés en deux grandes

catégories :
I. 2. 4. 1 Les métabolites primaires

Les meétabolites primaires sont des molécules organiques universellement présentes dans les
cellules végétales. Ils interviennent directement dans les fonctions biologiques essentielles de la

plante, contribuant a sa croissance, son développement, sa reproduction, ainsi qu’a sa survie.

On distingue généralement quatre grandes familles de ces composés fondamentaux : les glucides,

les lipides, les acides aminés et les acides nucléiques.
I. 2.4 .2 Les métabolites secondaires

I. 2. 4. 2. 1 Définition

Les métabolites secondaires sont des substances dont la distribution est plus restreinte au sein de
la plante. Bien qu’ils ne soient pas indispensables a la survie immédiate de celle-ci, ils
remplissent des roles fonctionnels variés, notamment en tant qu’agents de défense contre les
agressions extérieures. Les produits issus du métabolisme secondaire sont particulierement
diversifiés, avec plus de 200 000 structures distinctes identifiées. Malgré leur faible
concentration dans les tissus végétaux, leur diversité structurale est remarquable. Ces composés
présentent souvent une spécificité taxonomique marquée, caractérisant une espece, un genre ou
une famille végétale, ce qui permet parfois d'établir une classification chimique des plantes.
Parmi les principales classes de métabolites secondaires figurent les composés phénoliques, les
terpénoides, les stéroides et les alcaloides, qui sont largement exploités pour leurs propriétés

pharmacologiques (Koné D., 2009).
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Les métabolites secondaires peuvent étre regroupés en plusieurs catégories majeures, parmi
lesquelles on distingue notamment les composés phénoliques, les terpenes et stéroides, ainsi que
les composés azotés, incluant les alcaloides. Chaque groupe se caractérise par une grande

diversité structurale et fonctionnelle de molécules (Krief S., 2003).

1.2.4.2.2 Les composes phénoliques

Les composés phénoliques, appartenant aux métabolites secondaires des plantes, présentent une
grande diversité structurale et fonctionnelle. Leur réle physiologique reste souvent difficile a
déterminer, leur composition varie selon les especes, et ils sont peu remobilisés une fois
accumulés. Sur le plan chimique, ils se caractérisent par un noyau aromatique portant au moins
un groupement hydroxyle. Une simple classification structurale étant insuffisante, leur origine

biosynthétique doit egalement étre prise en compte (Verdu C., 2013).

OH

Figure 03: Structure de base des polyphénols
(Achat S., 2013)

Plus de 8 000 composés phénoliques ont été répertoriés sous diverses formes. Leur structure
chimique présente une grande variabilité, allant de molécules simples, comme les acides
phénoliques, a des structures beaucoup plus complexes, telles que les tanins (Batra P. et
Sharma, A. K., 2013).
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1.2.4.2.2.1 Les flavonoides

Les flavonoides représentent un groupe de composés polyphénoliques produits par les plantes en
tant que métabolites secondaires (Shen, N., et al., 2022,) représentent une catégorie significative
de produits naturels abondamment présents dans les fruits, les légumes et certaines boissons
comme le thé et le vin. On les retrouve dans diverses parties des plantes, étant donné qu'ils
remplissent de multiples fonctions, notamment I'encouragement de la croissance et la protection
contre les envahisseurs. Ils servent aussi de pigments floraux dans la majorité des familles

d'Angiospermes afin d'attirer les pollinisateurs (Sultana, S. et al., 2024).

Les flavonoides possédent une structure de charpente carbonée en C6-C3-C6 qui comprend au
moins deux cycles aromatiques, denommés A et B, reliés par la chaine de trois carbones
susceptible de créer un cycle hétérocyclique renfermant de I'oxygene (cycle C) avec le cycle A
(Chagas M. et al., 2022).

Figure 04 : Squelette moléculaire de base des flavonoides

(Miramont C., 2021)

Classification des flavonoides

On classe les flavonoides en flavones, flavonols, flavanones, flavanols, isoflavones,
leucoanthocyanidines, anthocyanidines et chalcones. Les sous-classes sont définies par des

modifications structurelles mineures, y compris :
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- L'absence de cycle C ;
- La localisation du lien entre le cycle B et le cycle C ;
- Le niveau d'insaturation et I'oxydation du cycle C.

En outre, les remplacements dans ces cycles peuvent provoquer des variations comme
I'nydrogénation, I'hydroxylation, la méthylation, la malonylation, la sulfatation et la
glycosylation, qui sont responsables de diverses activités pharmacologique (Chagas M. et al.,

2022).

OH O
Lutealin

sggenn | Flavones

Genistein
Phioretin

Chalcones

C
m@ OH

Chalconaringenin

Isoflavones

Anthocyanins

Flavonols

Naringenin

Figure 05 : Structure générale et sous -classes des flavonoides

(Panche et al., 2016)
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1.2.4.2.2.2 Les tanins

Les tanins sont des composés naturels appartenant a la famille des polyphénols, initialement
reconnus pour leur aptitude a précipiter les protéines et les alcaloides. On les décrit généralement
comme des substances phénoliques solubles dans I’eau, avec une masse moléculaire allant de
500 a 3 000 daltons, qui possedent, en plus des réactions typiques des phénols, la capacité de
former des précipités avec des protéines comme la gélatine ou encore avec certains alcaloides
(Nabti, B., 2025).

Structure chimique et classification

Les tanins sont des composés phénoliques présents dans les plantes sous forme de mélanges
complexes, difficiles a isoler a I’état pur. Ils se caractérisent par la présence de noyaux
aromatiques et de groupes hydroxyles phénoliques. On les trouve a I’état libre ou liés a des
sucres sous forme d’esters ou de glycosides. Leur dégradation libére des composes comme le

catéchol ou le pyrogallol.

Sur le plan structural, les tanins sont classés principalement en deux groupes largement étudiés :
les tanins hydrolysables et les tanins condensés. D’autres types, comme les caffétanins, les
labiataétanins et les phlorotanins, ont été identifiés plus récemment. Ce travail se concentre

principalement sur les deux premieres catégories (Dadda, M. et al., 2022)
a-. Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des composés constitués de polyesters formés entre des sucres

(principalement le glucose) et des acides phénoliques. On distingue deux grandes sous-classes :

= Les tanins galliques, résultent de I’estérification d’un sucre, généralement le glucose, par des

molécules d’acide gallique.

» Les tanins ellagiques, qui sont formés par I’'union d’un ose et de I’acide ellagique sous forme

d’esters.

11
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Dans les deux cas, la partie glucidique est estérifiée par plusieurs unités d’acides phénoliques,

notamment 1’acide ellagique.

B. Tanins non hydrolysables ou tanins condensés

De structure plus élaborée, ces composes sont également désignés sous le terme de pro-
anthocyanidines et sont largement répandus dans le régne végétal. Contrairement aux tanins
hydrolysables, ils ne contiennent pas de sucres dans leur structure. Ils résistent a 1’hydrolyse
acide ainsi qu’a I’action des enzymes telles que les tannases. Cependant, sous l'effet d’acides
forts ou d’agents oxydants, ils subissent une transformation en composés de couleur rouge
appelés phlobaphenes (comme le rouge caractéristique du cola). Ces polymeéres sont constitués
principalement de catéchines, de leucoanthocyanidines, ou encore d’un mélange des deux
(Boudjellal K., 2009).

Figure 06 : Structure des tanins hydrolysables (a) et condensés(b)

(Bayart M., 2019)

1.2.4.2.2.3 Les acides phénoliques

12
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Les composés phénoliques incluent principalement les acides hydroxycinnamiques et
hydroxybenzoiques, tels que les acides caféique, férulique, chlorogénique, salicylique et
gallique. Présents dans de nombreuses plantes et céréales, ils possedent des propriétés
antioxydantes, prébiotiques, anti-inflammatoires et chélatrices. Leur toxicité de certains est faible

comme les acides caféique, férulique et gallique (Laraoui, H., 2007).

1.2.4.2.3 Composés azotés: Les alcaloides

Les alcaloides sont des composés naturels azotés présents dans divers organismes, dont les
plantes. Leur grande diversité structurelle rend leur classification complexe, mais elle peut se

baser sur leur structure chimique, leur origine biochimique ou naturelle.

Ces composeés proviennent de plusieurs voies biosynthétiques, telles que celles du shikimate, de
I’ornithine, de la lysine ou des terpénes. Utilisés depuis I’ Antiquité en médecine traditionnelle,
les alcaloides végétaux ont servi de base a de nombreux médicaments modernes. Des exemples
bien connus incluent la morphine, la codéine, la quinine et 1’éphédrine (Gutiérrez-Grijalva et
al., 2020).

Figure 07 : Structure chimique de morphine

(adapté de SFMU, s.d., section ""Pharmacocinétique’)
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1.2.4.2.4 Les terpenes

Les terpenes sont une large classe de composés organiques naturels produits principalement par
les plantes, en particulier les plantes aromatiques comme les coniféres. Ils sont dérivés d’unités

d’isopréne (CsHg) et possedent des structures tres variées.

Les terpenes jouent un rble crucial dans les interactions écologiques (défense contre les
herbivores, attraction des pollinisateurs) et sont également importants en pharmacologie,

cosmétique, parfumerie et agroalimentaire (Gershenzon, J. et Dudareva, N., 2007).

CH
H2c)\i 2

Figure 08: Structure de I'unité isoprénique
(Labadie C., 2015)

La classification des terpénes repose sur le nombre d’unités d’isopréne qui les composent. Ainsi,

on distingue les :

monoterpénes (Cy,)

- sesquiterpénes (Cs),
- diterpénes (Cyo),

- sesterterpénes (C;s),

- triterpenes (Csg)

tétraterpénes (Co)

Les terpenes de petite taille, tels que ceux a 10 ou 15 atomes de carbone, seraient apparus plus
tardivement au cours de 1’évolution. Ils sont typiquement associés aux plantes Vvasculaires,

notamment celles ayant développé des structures spécialisées pour la sécrétion (Krief, S., 2003).

14
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A-monoterpénes et sesquiterpénes

Les monoterpénes, issus de la condensation de deux unités d’isopréne (Cqo), sont des
composants fréquents des huiles essentielles. Lorsqu’ils subissent une cyclisation en structures

de type méthylcyclopentane puis une glycosylation, ils forment des iridoides.

Cette transformation, en augmentant leur solubilité, permet leur répartition dans 1’ensemble des

tissus végétaux, et non uniquement dans les structures sécrétoires.

Quant aux sesquiterpénes, composés a 15 atomes de carbone (issus de trois unités d’isopréne), ils
sont également présents dans les huiles essentielles et participent a diverses fonctions

physiologiques et écologiques chez les plantes (Krief, S., 2003).

B- Les diterpenes

Les diterpenes (C,o) sont des métabolites secondaires abondants chez certaines familles de
plantes, comme les Lamiaceae et les Asteraceae. lls présentent une grande diversité structurale
(acycliques, bicycliques ou tricycliques). Certains diterpenes, tels que les gibbérellines, jouent un
réle hormonal universel. D'autres, comme les taxanes issus des ifs (Taxus baccata), ont un fort
intérét pharmacologique : le taxol et le docétaxel (Taxotére) sont utilisés en chimiothérapie
contre divers cancers. A ’inverse, des diterpénes toxiques présents chez les Euphorbiaceae ou

Thymelaceae peuvent provoquer de graves troubles digestifs ou cutanés (Krief, S., 2003).

C- Les triterpenes

Les triterpénes sont des composés a 30 carbones dérivés du squaléne ou de I’époxysqualéne.
Certains, comme les stéroides, sont des triterpénes tétracycliques d’importance thérapeutique
majeure. lls donnent naissance a des molécules actives telles que les hétérosides cardiotoniques
ou les sapogénines, utilisées dans la fabrication de contraceptifs, anti-inflammatoires et
anabolisants. Toutefois, certains triterpenes, comme les saponosides, peuvent étre toxiques ou

réduire la valeur nutritive des plantes fourrageres (Krief, S., 2003).
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D- Saponines

Les saponines sont des hétérosides largement répandus dans le monde végétal et retrouvés dans
certains organismes marins, Ce sont des molécules complexes composées d'un squelette carboné
polycyclique qui a une nature lipophile, il existe deux grandes familles de saponines, les
saponines stéroidiques constituées de 27 atomes de carbone retrouvées dans un nombre
minoritaire de plantes et les saponines triterpéniques constitués de 30 atomes de carbone
retrouvées dans la majorité des plantes a saponines (Le Bot, M., et Guilet, D., 2020).

Les saponines présentent divers actions biologiques et pharmacologiques telles que : Activites
immunomodulatrices, antitumorales, anti-inflammatoires, molluscides, antivirales, antifongiques,

hypoglycémiques, hypocholesterolémiques (Grenby T. H., 1991).

E- Les huiles essentielles (HE)

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de composés organiques naturels présentant
une grande diversité structurelle. Le terme « huiles » fait référence a leur liposolubilité, tandis
que I’adjectif « essentielles » évoque I’ardme caractéristique de la plante dont elles sont issues.
Produites par des plantes aromatiques, les HE sont des métabolites secondaires biosynthétisés
dans des structures spécialisées telles que les poils sécréteurs (chez les Lamiaceae), les poches
sécretrices (chez les Myrtaceae) ou encore les canaux sécrétrices (chez les Apiaceae). Ces
structures, propres a chaque type d’organe végétal, sont également responsables du stockage des

huiles (Bouyahya et al., 2016).

L’extraction des huiles essentielles peut étre réalisée selon plusieurs procédés, parmi lesquels les
plus courants sont la distillation (hydrodistillation, entrainement a la vapeur, hydrodiffusion),
principalement utilisée a des fins industrielles. D'autres techniques plus modernes existent
également, comme l'extraction a froid, I'extraction au dioxyde de carbone supercritique, ou

encore 1’extraction assistée par ultrasons ou micro-ondes (Bouyahya et al., 2016).
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Il .1 Introduction

Ce travail s'inscrit dans le cadre de mise en valeur des plantes médicinales locales pour leurs
proprietés thérapeutiques significatives. La plante étudiée est Phlomis crinita, reconnue dans les
publications pour ses propriétés biologiques telles que : activité antioxydante, anti-

inflammatoire, antibactérienne, entre autres (Limem-Ben Amor et al., 2009 ).

Le Rapport national sur la biodiversité en Algérie a cité P. crinita, il y a environ dix ans. On
connait localement cette plante sous les appellations « El Khayata » ou « Kayat El Adjarah », en

raison de son usage par la population locale pour soigner les blessures (Baali F.et al., 2024).

Il . 2 Objectif de travail

L’objectif de la présente étude était d'examiner le profil phytochimique et les propriétés
antioxydantes et antibactérienne des deux extraits (aqueux et éthanolique) de P. crinita recoltée

dans la province de Bouira, dans le nord de I'Algérie.

Il. 3 Matériel utilisé
I1.3. 1 Matériel végétal

Phlomis crinita se localise dans le nord de 1’Algérie, plus particuliérement dans les régions de
Bouira, Ghardaia et M’sila. Sa répartition s’étend aussi aux régions comme le Tellien et les
régions su montagneuses, ou I’attitude varie de 85 a 2200 métres. Les pays méditerranéens tels
que I’Algérie, la Tunisie et le Maroc sont cités dans la littérature pour les sous espéces de P.
crinita subsp mauritanica, ce qui indique une distribution large dans ces pays du nord d’Afrique
(Limem-Ben Amor et al., 2009 ; Baali F.et al., 2024).

La plante utilisée dans ce travail a été achetée chez un herboriste a Bouira, en Algérie.
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Figure 09: Photo de la plante Phlomis crinite

11.3. 2  Matériel et produits chimiques utilisés

Les produits chimiques et les équipements utilisés pour la réalisation de ce travail sont présentés

dans les tableaux suivants :

Tableau 01: Liste des réactifs utilisés

Produits Formule chimique Produits Formule
chimique
Eau distillée H-.0 Nitrate de sodium Na;NO;
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Ethanol C2oHsOH Trichlorure d’aluminium AlCl;

Méthanol CH;OH Hydroxyde de sodium NaOH

DPPH C18 H12NsOs Carbonate de sodium Na>CO3

Acide acétique CH3;COOH Réactif Folin-Ciocalteu /

Acide sulfurique H2SO4 Réactif Dragendorff /

Acide gallique C7He Os Réactif Keller-Kiliani /

Acide chlorhydrique HCL Réactif Lieberermann- | /
Burchard

Catéchine Ci5 H14 Og Gélose Nutritive /
Gélose Muller-Hinton
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Tableau 02 : Liste du matériel utilisé

Matériel Marque

Spectrophotomeétre UV-VIS SHIMADZU / UV-1280
Balance de précision OHAUS

Evaporateur rotatif HAHN SHIN / HS-2005V.N
Plague chauffante + agitateur VELP SCIENTIFICA/ Arec heating magnetic
Etuve BINDER / GmbH
Autoclave MELAG / B23
Thermomeétre MERCURE

pH-métre OHAUS / Starter 2100
Micropipette DLAB

Boites de pétri MALIKS PHARM
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Réfrigérateur Condor / 630L

1.4 Méthodes utilisées
11.4.1 preparation de la poudre végétale
La plante seche de Phlomis crinita (comprenant les feuilles, les tiges et les fleurs) a été réduite en

une fine poudre a l'aide d'un broyeur électrique. La poudre obtenue a ensuite été conservée dans

des bocaux en verre hermétiques, a ’abri de la lumiére, jusqu’a son utilisation.

Figure 10: Photo de la poudre végétale (feuille, tige, fleure) de la plante Phlomis crinita
1.8 Analyses physicochimiques de la plante
I1.8.1 Analyse par diffraction des rayons X (DRX)

Les rayons X représentent des radiations électromagnétiques ayant une longueur d'onde qui varie
de 0.01 a 10 °A. Cette méthode non destructive est la plus courante et la plus utile pour
déterminer la nature et la structure des produits cristallisés. Par ailleurs, la diffraction des rayons
X offre des renseignements physiques concernant les cristaux, y compris leur dimension et leur

orientation (Guerram A., 2022).

Principe
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La diffraction des rayons X sur monocristal permet d’étudier les structures cristallines.
L'identification de phases est principalement réalisée gréce a la diffraction sur poudres. Il s'agit
d'une technique non destructive employée pour lanalyse qualitative et quantitative des
échantillons polycristallins. Cette méthode repose sur les interactions entre la structure cristalline
d'un échantillon et des radiations de longueur d'onde courte.
Quand les rayons X touchent les plans réticulaires des cristau, ils entrent soit en contact avec les
nuages d'électrons des atomes de ce plan. Dans cette situation, les faisceaux de rayons X sont
partiellement réfléchis par le premier plan. Ou alors, ils ne rencontrent aucun obstacle et peuvent
se poursuivre jusqu'au second plan pour étre a nouveau partiellement réfléchis. Ces schémas
sont séparés par des distances caractéristiques qui varient en fonction de la nature du matériau

examingé (distances de réseau) (Serna F. et al., 2014).

Un échantillon de poudre de la plante Phlomis crinita a été analysé par diffraction des rayons X
(DRX).

Conditions expérimentales

o Appareil : diffractometre Bruker D8 Advance ou équivalent
e Source : tube Cu Ka (A =1,5406 A)

e Mode de balayage : 6-26

o Plage analysée : 5°a 70° (20)

e Pasangulaire : 0,02° ; temps de comptage : 1 s/point

o Base de données de référence : PDF2 (ICDD)

I1.8.2  Analyse par spectroscopie infrarouge de la plante séche

La spectroscopie FTIR est une méthode qui offre la possibilité de recueillir des renseignements
sur les divers groupes fonctionnels en se basant sur les emplacements des pics dans le spectre.
Cette analyse peut également permettre de déduire des informations sur l'identification et la

stabilisation des nanoparticules.
Principe

Le principe de la FTIR se base sur I’absorption d’un rayonnement infrarouge, qu'il soit simple

ou double faisceau, par l'échantillon a examiner. Elle autorise, grace a l'identification des
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fréquences de vibration spécifiques aux liaisons chimiques, la reéalisation de l'analyse des

fonctions chimiques présentes dans le matériau

Le faisceau infrarouge est orienté vers l'interférométre de Michelson, qui va moduler chaque
longueur d'onde du faisceau a une fréquence distincte. Dans ce dispositif, le faisceau lumineux
incident est divisé en deux par une séparatrice. Ces deux parties vont se considérer a travers des
miroirs, I'un étant statique et l'autre en mouvement. Lorsque les deux faisceaux sont recombinés,
des interférences destructives ou constructives se manifestent selon I'emplacement du miroir
mobile. Le faisceau modulé est ensuite renvoyé par les deux miroirs vers I'échantillon, ou des
absorptions se produisent. Le faisceau est ensuite dirigé vers le détecteur ou il est converti en

signal électrique (Guerram, A., 2022).

Un échantillon de poudre de la plante Phlomis crinita a été placé dans un spectrophotometre

infrarouge.

Conditions expérimentales

L’appareillage de FTIR utilisé pour cette analyse est de type Bruker Alpha, Shimadzu ou Perkin
Elmer. La poudre de la plante été préparée sous forme de comprimés KBr. La plage spectrale
observée est de 4000 a 400 cm™ avec une resolution spectrale de 4 cm™et un nombre de scans

de 32-64 afin d’augmenter le rapport signal/bruit.

11.4.2 Préparation des extraits

L'extraction des composés bioactifs a été effectuée par macération de la poudre végétale dans des
solvants agqueux et éthanolique. Cette opération, réalisée a température ambiante sous agitation,
permet de solubiliser les constituants d’intérét. Deux types d’extractions ont été entrepris est afin

d’optimiser le rendement et la diversité des composés extraits.

11.42.1 Extraction aqueuse
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Une masse de 10 g de la poudre a été introduite dans 250 ml d’eau distillée préalablement
chauffée a des températures comprises entre 60 et 80 °C. Le mélange a été soumis a une
macération durant 24 heures a température ambiante, a I’abri de la lumiére et sous agitation
continue (Figure 11). La solution obtenue a été, ensuite, filtrée a 1’aide d’un papier filtre. Le
filtrat a été directement hydro distillé en vue de I’obtention de I’extrait brut. L’extrait ainsi

récupéré a été conservé dans des flacons en verre hermétiques, a une température de 4 °C.

Il.4.2.2  Extraction éthanolique

Dix grammes de poudre végétale ont été ajoutés a 250 ml d’éthanol 70%. Le mélange a été laissé
en macération pendant 24 heures, a température ambiante, sous agitation constante et a I’abri de
la lumiere, Apreés macération, la solution a été filtrée a ’aide d’un papier filtre. Le filtrat obtenu a
ensuite été introduit dans un évaporateur rotatif afin de concentrer les composés actifs. L’extrait

brut ainsi obtenu a été conservé dans des flacons en verre, a 4 °C.

Il. 5 Rendement des extraits aqueux et éthanolique

Le rendement d'extraction, exprimé en pourcentage (%), est défini par : le rapport entre la masse
de l'extrait brut obtenu et la masse seche initiale de la plante. Il est déterminé selon la formule

suivante :

M
Rendement (%) = (

Avec :
R (%) : Rendement d’extraction en pourcentage (%)
Mext : Masse de I’extrait aprés évaporation du solvant en (g)

Mszech : Masse séche de 1’échantillon végétal en (g) (Akessé G., Angora R., 2018).
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Il. 6 Screening phytochimique

L'analyse phytochimique est essentielle pour évaluer les vertus médicinales potentielles d'une
plante et pour déterminer les principes actifs responsables des activités biologiques connues. De
plus, elle permet d'isoler des composés de maniere ciblée et de réaliser des analyses plus
précises. L'extraction d'un composé phytochimique a partir de la matiere végétale dépend
principalement du type de solvant utilisé (Shaikh, J. R., & Patil, M., 2020).

Les extraits aqueux et éthanolique de la plante Phlomis crinita ont été évalués par des tests

qualitatif et quantitatif afin de déterminer leurs compositions en molécules bioactives.
11.6.1 Détection des flavonoides (méthode au chlorure d’aluminium)

Le protocole consiste a traiter 20uL de I'extrait (aqueux ou éthanolique) avec 30puL de NaNO..
Aprés cinq minutes d’incubation, 30uL de AICIz sont ajoutés suivis de 200puL de NaOH. Aprés
homogénéisation par Vortex, ’absorbance a été mesurée par un spectrophotometre a une
longueur d’onde de 510 nm. L’apparition d'une couleur jaune indique la présence des

flavonoides.

La concentration en flavonoides dans les extraits (aqueux et éthanolique) a été calculée a partir

de la courbe d’étalonnage. Cette derniére a été etablie en préparant différentes concentrations
comprises entre 0 et 80 pg/ml diluées a partir d’une solution meére de la catéchine (1mg/ml)
(Sultana, S.M et al., 2024).

Mode opératoire
a — Préparation de la solution mere de catéchine (1mg/ml)

Pour préparer la solution, dissoudre 10 mg de catéchine dans 10 ml d'eau distillée. Homogénéiser
soigneusement le mélange, puis conserver cette solution au réfrigérateur a 4°C, a I’abri de la

lumiére.

b- Préparation de la gamme d’étalonnage et mesure
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Pour la préparation des échantillons, élaborer une série de dilutions & partir de la solution mére
de catéchine en utilisant des fioles jaugées et de 1’eau distillée, visant les concentrations finales
de 0, 20, 40, 60 et 80 pg/ml. Prélever ensuite 0,5 ml de chaque dilution, ajouter 2,5 ml de réactif
de Folin-Ciocalteu, puis compléter par 2 ml de solution de bicarbonate de sodium. Aprés
agitation vigoureuse, incuber les mélanges a I’obscurité pendant 1 heure a 25°C. Mesurer les

absorbances a 765 nm.

11.6.2  Détection des composés phénoliques totaux (méthode Folin -Ciocalteu)

Les polyphénols totaux réagissent avec le réactif de Folin -Ciocalteu pour former un complexe

bleu.
Protocole expérimental

Pour la révélation des polyphénols totaux, introduire 40 pL d'extrait (aqueux ou éthanolique)
dans un tube, puis ajouter séquentiellement 950 puL de méthanol et 200 pL de réactif de Folin-
Ciocalteu a 10%. Homogénéiser immédiatement le mélange a l'aide d'un vortex, puis incuber les
solutions a température ambiante et a l'obscurité pendant 30 minutes. Ajouter ensuite 800 pL
d'une solution de Na,CO3 a 20%, procéder a une nouvelle incubation de deux heures dans les
mémes conditions, et centrifuger a 5000 rpm pendant 4 minutes. Enfin, mesurer I'absorbance du
surnageant a 715 nm (Martins, G. R., 2021).

Quantification des polyphénols totaux

La concentration en polyphénols totaux dans les extraits (aqueux ; éthanolique) est calculée a
partir de la courbe d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (1mg/ml). Des solutions filles
préparées a partir de la solution mere a différentes concentrations comprises entre 0,1 et 1

mg/ml, permettront de tracer la courbe d’étalonnage.
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Mode opératoire
a — Préparation de la solution mére de I’acide gallique (Img/ml)

Pour préparer la solution d'acide gallique, dissoudre 10 mg d'acide gallique dans 10 ml d'eau
distillée. Homogénéiser soigneusement le mélange, puis conserver la solution au réfrigérateur a

4°C et a I’abri de la lumiére pour prévenir toute dégradation.
b — Préparation de la gamme d’étalonnage et mesure

A partir de la solution mére, une série de dilutions est préparée pour obtenir les concentrations
suivantes : 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 et 1 pg/ml. Ces dilutions sont réalisées en ajustant précisément
les volumes a l'aide de fioles jaugées et en complétant avec de I'eau distillée jusqu'au trait de
jauge. Une fois les solutions diluées obtenues, la suite du protocole de détection des flavonoides

est appliquée identiquement a la méthode décrite précédemment.

I1.6.3  Détection des alcaloides (methode de Dragendorff)

Les alcaloides réagissent avec le réactif de Dragendorff pour former un précipité orange ou
rouge. Le principe est de mélanger de 1 ml de I'extrait a analyser (aqueux ou éthanolique) avec
quelques gouttes de réactif de Dragendorff. L’observation d’un précipité orange ou rouge
indique la présence d alcaloides. L’absorbance est mesurée a une longueur d’onde spécifique de
717 nm (Harborne, A. J., 1998 ; Wagner, 1996 ; Abdel-Farid, 1.B. et al. 2014).

1.6. 4 Détection des saponines

Les saponines forment une mousse stable en présence de 1’eau, mesurée a 1’aide de I’indice de

mousse.
Protocole expérimental

Pour réaliser le test, on introduit 1 ml d’extrait dans un tube a essai, auquel on ajoute 9 ml d’eau
distillée, obtenant ainsi une dilution 1:10 (v/v). Le mélange est ensuite agité vigoureusement a la

main pendant 30 secondes en effectuant des mouvements verticaux rapides. Apres agitation, le
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tube est laissé au repos a la verticale pendant 15 minutes, a température ambiante (maintenue
entre 22 et 25 °C). Aprés ce temps de repos, on observe la surface du liquide pour déterminer la
présence ou l'absence de mousse. Si une mousse est formée, sa hauteur est mesurée précisément

en millimétres a I'aide d'une régle graduée

Une mousse stable supérieure a 1 cm persistant plus de 15 minutes est considérée comme un

indicateur positif de la présence de saponines (Daira, N, 2016; Le Bot, M., & Guilet, D. 2020).

11.6.5 Détection des stéroides et triterpénoides (méthode de Liebermann-Burchard)

Les stéroides et triterpénoides réagissent avec le réactif de Liebermann-Burchard pour former

Une coloration verte ou bleu.

Dans un tube a essai, on introduit 1ml d extrait (aqueux ou éthanolique), puis on ajoute quelques

gouttes de réactif de Liebermann-Burchard. L’observation d’une coloration verte ou

Bleu indique la présence de stéroides ou de triterpénoides. L’absorbance est mesurée a une
longueur d’onde spécifique de 717nm (Harborne, A. J., 1998; Amengor, C. D et al., 2019;
Adu, J.K., Amengor, 2019).

11.6.6 Détection des glycosides (méthode de Keller -Kiliani)

Les glycosides cardiaques reagissent avec le reactif de Keller -Kiliani pour former une coloration
rouge. Dans un tube a essai, on introduit 1ml d extrait (aqueux ou éthanolique), puis on ajoute
quelques gouttes de réactif de Keller —Kiliani. L’observation d’une coloration rouge, indique la
présence des glycosides cardiaques. La mesure de 1’absorbance s’effectue a une longueur d’onde

spécifique de 717nm (Mujeeb, F et al., 2014).
1.7 Activités biologiques
Il. 7.1 Activité antioxydante

Principe du radical DPPH
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Divers tests permettent d’évaluer I’activité antioxydante d’une substance, le test au DPPH
(C15H12N506 ; Mr 394,33) étant 1’un des plus répandus pour mesurer sa capacité a neutraliser les

radicaux libres (Brand-Williams W. et al., 1995)

Le DPPH est un radical libre stable possédant une coloration violet foncé qui devient jaune péle

lorsqu’il est réduit en présence d’un antioxydant.

H

VIOLET JAUNE

Figure 13: Mécanisme reactionnel du test DPPH

Mode opératoire

La méthode suivante permet de faciliter I’évaluation de I’effet de radical libre DPPH des extraits
(aqueux ou éthanolique) de la partie aérienne de la plante phlomis crinita. Une solution de DPPH
a été synthétisée par solubilisation de 4 mg de I’agent radicalaire dans 100 ml d’éthanol absolu,
avec une agitation a 1’obscurité durant une période d’une heure afin de garantir une dissolution

compléte.

Pour chacun des deux extraits (aqueux ; éthanolique) une gamme de dilution est préparée a partir

de la solution mere obtenue apres évaporation.

Dans des tubes secs, on introduit 1 ml de chaque dilution, puis on ajoute 1 ml d’une solution

¢thanolique DPPH a 0,004%. Apres 1’agitation, es tubes sont incubés dans I’obscurité, a
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température ambiante pendant 30 min. La lecture est effectuée par la mesure de 1’absorbance a
517 nm par un spectrophotomeétre.

Un blanc (controle négatif) est préparé ; il est composé de 1 ml d’éthanol et de 1 ml de DPPH
(0,004%).

L’expression des résultats se fait en termes de pourcentage d’inhibition (P1%) selon la formule

suivante :

Abs contrile — Abs test
Abs controdle

PI (%) = ( ) x 100

Avec
P1%: Pourcentage d’inhibition ;
Abs contréle : Absorbance du contréle négatif ;

Abs test : Absorbance de 1’échantillon testé.

A partir d’une courbe représentant le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de
I’échantillon testé, nous avons déterminé la valeur de IC50 par les régressions linéaires ; cette
valeur correspond a la concentration d'échantillon requise pour inhiber 50% du radical DPPH
(Nabti B., 2023).

11-7-2 Activité antimicrobienne

Nous avons évalué le pouvoir antibactérien des deux extraits provenant de plante phlomis crinita
sur certaines souches bactériennes issues de la collection de laboratoire de I'hdpital de Bouira.

Les souches bactériennes testées lors de cette étude sont :

- Escherichia coli ATCC 25922
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- Staphylococcus aureus ATCC 6538
- Streptococcus
- Enterococcus

La gélose nutritive a été employée pour isoler et conserver les souches bactériennes, tandis que la
gélose Muller-Hinton a servi a examiner la sensibilité des bactéries aux deux extraits

éthanolique et aqueux de la partie aérienne Phlomis crinita.
Principe

L'évaluation de l'activité antibactérienne des extraits de Phlomis crinita a été réalisee en utilisant
la méthode de diffusion sur gélose ou également appelée méthode de diffusion par disques. Cette
méthode d'essai emploie une technique de diffusion en milieu gélosé, durant laquelle des disques
saturés de solutions concentrées d'extraits végeétaux sont disposes sur une gélose spécialisée
(Mueller-Hinton). Si l'agent est efficace contre les bactéries testées, les composés actifs se
propagent depuis les disques dans le milieu de culture, formant une zone d’inhibition autour des
disques ou la croissance bactérienne est inhibee. L'évaluation de la zone d'inhibition permet de
mesurer et d'interpréter la sensibilité des micro-organismes aux extraits, fournissant ainsi des

renseignements sur leur potentiel antibactérien. (Denis F., 2016).

Mode opératoire

Des disques de papier absorbant (9 mm de diametre) sont imprégnés de l'extrait végétal. Une
gélose Muller-Hinton en boite de Pétri est ensemencée uniformément a l'aide d'un écouvillon
stérile chargé d'une culture bactérienne fraiche (18 heures, standardisée a 0,5 McFarland). Le
disque imprégné est déposé au centre de la gélose ensemencée. L'ensemble est incubé a 37°C
pendant 24 heures. Apres incubation, le diamétre de la zone d'inhibition est mesuré au pied a
coulisse ou a la regle. Une activité antimicrobienne est confirmée si la zone présente un diametre

supérieur a 9 mm sans aucune croissance bactérienne visible a l'intérieur (Benkhaled, A., 2018).
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Tableau 03 : Echelle de sensibilité des germes

Echelle de sensibilité des souches

Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

Non sensible / résistante (-) @ <8mm
Sensible (+) 9< @>14 mm
Tres sensible (++) 15< @>19 mm
Extrémement sensible (+++) 0> 20 mm
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I11.1 Analyses physicochimiques

I11.1.1 Spectre diffraction rayon X (DRX) de la plante Phlomis crinita
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Figure 12: Spectre de diffraction des rayons X de la poudre de P. crinita

Interprétation du spectre XRD

Le spectre de diffraction des rayons X (XRD) obtenu a partir de la poudre de Phlomis crinita
révele des zones clairement définies de diffraction diffuse (points diffus), surtout dans les
plages 20 = 10°-30° et 50°-75°, indiquant ainsi I'omniprésence d'une phase amorphe dans
I'échantillon. Cette marque est caractéristique des composés organiques non cristallisés tels

que les flavonoides, les polyphénols, les tanins et dautres métabolites secondaires.

Parallélement, des sommets nets et distincts ont été repérés a 20 = 36°, 43° et 76°, signalant la
présence marginale de composés cristallisés, qui sont probablement d'origine minérale ou

dérivés d'impuretés naturelles.

En conclusion, 1’analyse XRD confirme que la poudre de Phlomis crinita est majoritairement

constituée de composés amorphes bioactifs, avec une faible proportion de composés

cristallins.
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I1I. 1.2 Spectre infrarouge de la plante Phlomis crinita
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Figure 13: Spectre infrarouge de la poudre de Phlomis crinita

Interprétation du spectre infrarouge IR de Phlomis crinita

L'examen du spectre infrarouge de la poudre de Phlomis crinita met en évidence la présence
de divers groupes fonctionnels typiques des métabolites secondaires d'origine végétale. Une
large bande observée autour de 3400 cm™ correspond aux vibrations d’élongation des liaisons
O-H, indiquant la présence de composés phénoliques ou d’alcools. Les bandes situées vers
2920 et 2850 cm™ témoignent de I’existence de groupements C—H aliphatiques, possiblement

liés a des terpenes ou lipides.

Une bande prononcée autour de 1700 cm™ est attribuée a la vibration C=0, caractéristique
des carbonyles (acides, esters, cétones). La région des 1600 cm™ est typique des vibrations

aromatiques C=C, suggérant la présence de flavonoides ou autres composés aromatiques.

Enfin, les bandes situées entre 1300 et 1000 cm™ révélent des liaisons C—O, communes aux

hétérosides et polyphénols.

En effet, nos résultats concordent avec ceux de Johnson et al. (2023), qui confirment que les
bandes IR caractéristiques des polyphénols et flavonoides se situent dans les régions : 3 600—
3 200 cm™ (O-H), 1 660-1 640 cm™ (C=0) et 1 600-1 450 cm™ (C=C aromatiques).
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Pour les terpénoides, les absorptions principales apparaissent vers : 2 960-2 870 cm™ (C-H
aliphatiques) 1 740-1 720 cm™ (C=0 esters).

Finalement, les alcaloides montrent des signaux N-H autour de 3 400-3 300 cm™ et C-N dans
la gamme de 1 350-1 000 cm™, méme si ces derniers sont moins souvent rapportés chez les

Lamiaceae.

En résumé, le spectre IR indique que Phlomis crinita contient principalement des composés
phénoliques, flavonoides, hétérosides et possiblement des lipides ou terpénes, confirmant

ainsi la richesse chimique de cette espece végétale.

I11.2Extraction et rendement

111.2.1 Extrait aqueux

L’extrait de Phlomis crinita a été préparé a partir la poudre de la partie aérienne (fleurs, tiges
feuilles) séchée et broyée, en utilisant de I’eau distillée comme le solvant d’extraction. Les

caractéristiques de I’extrait obtenu sont présentées dans le tableau suivant :

Tableau 04: Caractéristiques de I’extrait aqueux de la plante Phlomis crinita

Extrait Description
Couleur Marron

Aspect Liquide visqueux
Odeur Odeur douce herbacé
Rendement 37.24 %

111.2.2 Extrait éthanolique

L’extrait de Phlomis crinita a été obtenu par extraction alcoolique (éthanol) de la poudre des
parties aériennes (fleurs, tiges, feuilles). Ses caractéristiques sont présentées dans le tableau
05.
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Tableau 05: Caractéristiques de I’extrait éthanolique de la plante Phlomis crinita

Extrait Description
Couleur Vert foncé

aspect Liquide visqueux
Odeur Odeur douce herbacé
Rendement 57.86 %

L'extraction constitue une méthode couramment employée pour isoler des extraits bruts riches
en composés phytochimiques a partir de matrices végétales. Divers parameétres influencent
l'efficacité de ce processus, notamment la nature du solvant utilisé, sa polarité, le temps
d'extraction, la vitesse d'agitation, le pH, la température ainsi que la granulométrie du
matériau végétal. Parmi ces facteurs, la sélection du solvant est généralement reconnue
comme ¢étant déterminante pour le rendement et la qualité des composés extraits (Azwanida,

2015).

Dans le cadre de cette étude, deux solvants de polarités différentes 1’éthanol et I’eau ont été
utilisés afin d’évaluer leur efficacité respective dans I’extraction des composés bioactifs

d’origine végétale.

I1 ressort de ces résultats que parmi les deux extraits, l'extrait éthanolique offre le meilleur
rendement (57.86 %), par rapport a l'extrait aqueux (37.24 %). Les deux extraits obtenus
présentent un aspect visqueux et une odeur douce herbacée avec des couleurs différentes
(Marron foncé et vert foncé). La disparité de la couleur entre les extraits est généralement

causée par la présence de pigments de diverses natures.

I11. 3 Screening phytochimique qualitative

Les résultats du dépistage phytochimique des extraits (aqueux et éthanolique) de Phlomis

crinita sont présentés dans le tableau 06.
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Tableau 06: Synthése de I’analyse phytochimique des deux extraits (aqueux et

éthanolique) de Phlomis crinita

Métabolites secondaires Extrait aqueux Extrait éthanolique
Flavonoides + +

Tanins ++ ++

Alcaloides + +

Composés phénoliques +++ ++

Saponines - -

Stéroides et Triterpénoides - ++

Glycosides ++ +++

(-) : Absence; (+) : Présence faible; (++) : Présence modérée ; (+++) : Présence forte

Ces substances chimiques sont mis en évidence a l'aide de tests de solubilité, de réactions de

précipitation, ainsi que par l'observation de changements de couleur.

Les résultats des tests préliminaires indiquent la présence de plusieurs composés actifs tels

que les flavonoides, les tannins, les alcaloides, les polyphénols et les glycosides dans les deux

extraits. En revanche, on note ’absence de saponines, de Stéroides et de triterpénoides dans

I’extrait aqueux, ainsi que 1’absence de saponines dans 1’extrait éthanolique.

L'examen phytochimique initial des extraits a révélé des variations significatives en fonction

du solvant.
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I11.4 Analyses quantitatives

I11.4.1 Teneur en composés phénoliques totaux

La teneur en polyphénols totaux a été estimée par la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu. C’est I’une des méthodes les plus anciennes congue pour déterminer la teneur en

polyphénols des plantes médicinales.

L’acide gallique est le standard le plus souvent employé dans cette méthode. Les résultats

obtenus sont représentés dans le tableau 07.
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Figure 14: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

Tableau 07: Teneur en polyphénols totaux des deux extraits de P. crinita

Extraits de la poudre de phlomis crinita La teneur en polyphénol totaux en
(mg éq AG/ml)

Extrait aqueux 2,16

Extrait éthanolique 0,82

La teneur en composés phénoliques totaux de 1’extrait aqueux de Phlomis crinita a été

estimée a 2,16 mg EAG/ml, tandis que celui de 1’extrait éthanolique était de 0.82 mg
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EAG/ml. Ces résultats indiquent que 1’extrait aqueux posséde une teneur plus élevée en

composés phénolique, ce qui pourrait contribuer a une meilleure activité antioxydante

111.4.2 Teneur en flavonoide

L'évaluation de la teneur en flavonoides a été effectuée en utilisant la technique du chlorure
d'aluminium. La concentration de flavonoides a été indiquée en microgrammes d'équivalent
de catéchine par millilitre d'extrait (g éq Cat/ml). Les conclusions tirées sont démontrées par

la courbe d'étalonnage de la catéchine (Figure 14) et résumées dans le tableau 08.
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Figure 15: Courbe d’étalonnage de catéchine

Tableau 08 : Teneur en flavonoides des deux extraits de P. crinita

Extraits de la poudre de Phlomis crinita La teneur en flavonoides en (Ug €qQ
Cat/ml)

Extrait aqueux 56,71

Extrait éthanolique 43,90

Nous avons estimé que I'extrait aqueux de Phlomis crinita contenait 56,71 ng éq Cat/ml de
flavonoides, tandis que [I'extrait éthanolique en contenait 43,90 png éq Cat/ml.
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Ces conclusions montrent que I'extrait aqueux a une concentration supérieure en flavonoides

totaux comparativement a l'extrait éthanolique.

L'analyse comparatif des extraits aqueux et éthanoliques de Phlomis crinita met en évidence
des variations notables concernant la composition phénolique et le taux d'extraction. La
solution aqueuse contient des concentrations plus élevées en composés phénoliques totaux
(2,16 mg EAG/mI), et en flavonoides (56,71 pg éq Cat/ml) comparativement a l'extrait
éthanolique (0,82 mg EAG/mI de polyphénols et 43,90 pg éq Cat/ml de flavonoides).

Toutefois, le solvant éthanolique offre un rendement d'extraction global supérieur (57%)
comparé a l'extrait aqueux (37%). Cela indique que, bien que I'extrait aqueux soit
qualitativement supérieur en composes bioactifs, I'extraction a I'éthanol permet de collecter

une plus grande quantité de matiere végétale.

Par conséquent, le choix du solvant dépendra de I'objectif visé : si I'on veut maximiser la
concentration en composes antioxydants, il est préferable d'opter pour I'extrait aqueux, alors

que pour une extraction plus efficace en termes de masse, I'éthanol se montre plus performant.

Discussion

L'é¢tude des flavonoides de P. crinita, notamment les glycosides, est trés répandue. Baali at al.
(2024) ont identifi¢ 57 composés dont 32,7% de flavones (ex/ Lutéoline 7-(6-
acétylglucoside)). L’éthanol montre un efficacité comparable au méthanol pour solubiliser ces

molécules polaires, et supérieure a I’eau (Zaaba N. et al., 2020 ; Baali F.et al, 2024).

En ce qui concerne les composés phénoliques, nos résultats révelent une plus forte abondance
dans l'extrait aqueux par rapport a I'éthanolique. Cependant, la recherche de Baali (2024) sur
le méthanol confirme leur importance en termes de quantité, avec 32,54% dacides
phénoliques en composition relative et une concentration notable (175,49+0,8 mg EAG/g

DE), dans laquelle I'acide salvianolique C est prédominant.

En fin, la teneur en tanins est moderée dans nos expériences, ce qui rejoint les conclusions de

Baali (2024) rapportant 38,84 mg EAT/DE dans I’extrait méthanolique.
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I11.5.1 Evaluation de I’activité antioxydante

Résultats et discussion

L’activité anti-radicalaire des deux extraits (aqueux et éthanolique) de la partie aérienne de

Phlomis crinita a été¢ évaluée par leur activité inhibitrice sur une solution éthanolique de

DPPH mesurée a 517nm.

Les résultats obtenus sont illustrés dans les figures ci-dessous.
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Figure 16: Variation du pourcentage de I’activité antioxydante en fonction de la

concentration d’extrait éthanolique
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Figure 17: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH par ’extrait éthanolique.
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Figure 18: Variation du pourcentage de ’activité antioxydante en fonction de la

concentration d’extrait aqueux
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Figure 19: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH par P’extrait aqueux

L’IC50 correspond a la concentration d’un extrait antioxydant requise pour réduire de 50 % la
concentration initiale du radical libre DPPH. Ce paramétre est couramment utilisé comme
indicateur de référence pour évaluer et comparer 1’efficacité antioxydante de différents
¢échantillons. Plus la valeur de I’'IC50 est faible, plus le pouvoir antioxydant de 1’échantillon

est considéré comme élevé (Emeraux E., 2019)
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Les valeurs d’IC50 de chaque extrait ont été déterminées a partir de la courbe de régression
linéaire établie entre les pourcentages d’inhibition et les différentes concentrations des

échantillons analyses.

Tableau 09: Valeurs d’IC50 des différents extraits de Phlomis crinita

Extraits 1C50 (ug/ml)
Extrait agqueux 3.47
Extrait éthanolique 16.65

Sur la base des résultats expérimentaux, il ressort I’extrait aqueux présente le meilleur
pouvoir antioxydant du radical libre DPPH avec une 1C50 égale a 3.47 pg/ml. La forte
activité antioxydante d’extrait aqueux peut étre attribuée a leur richesse en composés
phénoliques, flavonoides et tanins. L’extrait aqueux présente la teneur la plus élevée en

polyphénols suivi par I’extrait éthanolique.

L’analyse des résultats relatifs a la teneur en composés phénoliques et a I’activité
antioxydante révele une corrélation significative entre la concentration en composés
phénoliques des extraits et leur pouvoir antioxydant. En effet, les extraits présentant les
niveaux les plus élevés en composés phénoliques se distinguent également par une capacité

antioxydante accrue (Ben Koumar D. 2020).

De nombreuses recherches confirment une relation quantitative forte entre la teneur en
composés phénoliques (en particulier les flavonoides) et I'effet antioxydant des extraits

naturels.

En effet, I'analyse du miel marocain révele que les flavonoides présentent une corrélation
remarquable avec l'activité antioxydante (R2 = 0.974), dépassant celle des polyphénols
globaux (R? = 0.821). Sa concentration en flavonoides est de 43,24 mg EQ/g, témoigne d'une
activité similaire au Trolox (étalon antioxydant), soulignant ainsi I'importance cruciale de ces

composés (Bouyahyaet al., 2017).
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De plus, les analyses de Curcuma longa (Zingiberaceae) indiquent que 82% de la variabilité
antioxydante peut étre attribuée a leur concentration en polyphénols totaux (Muflihah, Y.M.
etal., 2021).

De méme, les anthocyanines (une sous-catégorie de flavonoides) présentes dans les peaux de
raisin foncé (par exemple, I'Autumn Royal) montrent une corrélation positive avec l'activiteé
antioxydante. La couleur sert comme un indicateur indirect : une pigmentation rouge intense
indique une forte concentration en anthocyanes et une activité antioxydante supérieure
(Szabd, E. et al., 2021 ; Muzolf-Panek, M. et Waskiewicz, A., 2022).

Les composés phénoliques (polyphénols, flavonoides) neutralisent les radicaux libres en
donnant des électrons ou des protons. Cette faculté leur confére la capacité de créer des
complexes stables avec les métaux (par exemple : les catéchols établissent des liaisons solides
avec le fer grace a leurs atomes oxygene —OH, C=0, -COOH), bloquant les sites actifs de

corrosion (Rice-Evans, 1997 ; EI moussaoui et al., 2021; Sesia et al., 2023).

Par ailleurs, les cycles aromatiques présents dans les polyphénols stabilisent les radicaux
libres et se fixent sur les surfaces métalliques par des interactions électroniques, ce qui

diminue I’énergie de corrosion (Sesia et al., 2023).

Les tanins, condensés ou hydrolysables, contribuent aussi aux propriétés antioxydantes et
cicatrisantes via leur capacité a réagir avec les protéines (ex. : collagene) (Baali F.et al.,
2024).

I11.5.2. Evaluation de I’activité antibactérienne

L'examen de l'activité antimicrobienne in vitro des extraits éthanoliques et aqueux de Phlomis
crinita a été effectué en utilisant la technique de diffusion sur disque sur milieu gélose
Mueller-Hinton. Le tableau ci-dessous présente les variations des diametres des zones

d'inhibition des souches bactériennes exposées aux deux extraits.
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Tableau 10: Effet antibactérien des extraits de Phlomis crinita exprimé en diamétres des

zones d’inhibitions (en mm)

Diametre de la zone d’inhibition (mm)
Souches bactériennes
Extrait aqueux Extrait éthanolique
Staphylococus aureus Négative 11
Escherichia coli Neégative 20
Streptococcus Négative 19
Enterococcus 15 30

L'extrait aqueux a montré une activité antimicrobienne contre les Enterococcus, avec une
zone d'inhibition de 15 mm. En revanche, aucune activité n’a été observée contre les souches

de Staphylococcus, Escherichia coli et Streptococcus.

L’extrait éthanolique a présenté une activité antimicrobienne variable selon les souches
bactériennes testées. Des zones d’inhibition de 11 mm, 19 mm, 20 mm et 30 mm ont été
observées respectivement contre, Staphylococcus, Streptococcus, Escherichia coli et
Enterococcus. Ces résultats suggérent une efficacité notable, en particulier contre
Enterococcus, tandis qu’une activité plus faible a été détectée vis-a-vis de Staphylococcus.
Ces résultats suggerent que I’extraction par 1’éthanol permet une meilleure libération des

composés bioactifs responsables de I’effet antimicrobien.

De plus, cette variabilité¢ de 1'efficacité est attribuée au fait que les extraits éthanoliques sont

plus actifs contre les Gram+ (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis) que contre
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Escherichia coli (Gram-). Cette derni¢re posseéde une membrane externe hydrophobe, limitant

la pénétration des composés polaires (Stanciauskaite, M. et al., 2021).

Aussi, l’efficacité de D’extrait éthanolique pourrait étre  expliquée par la présence de

métabolites secondaires lipophiles tels que : Les alcaloides et les terpénoides.

Les terpénoides sont souvent associés a une forte activité antimicrobienne grace a leur
capacité a perturber la membrane bactérienne, désorganiser les phospholipides ou inhiber les
enzymes (Nazzaro, F., 2013). Leur nature hydrophobe permet une insertion dans la bicouche
lipidique, augmentant la perméabilité membranaire et causant la fuite d'ions (K*, Ca?*) et
d'ATP (EX : le carvacrol et le thymol) (Guimarées et al., 2019 ; Mahizan al., 2019).

Aussi, les terpénes comme le limonene et le pinene inhibent les enzymes clés (ATPases,
kinases) en se liant a leurs sites actifs, perturbant le métabolisme énergétique bactérien
(Guimaraées et al., 2019 ; El Fannassi, Y., 2023).

En outre, des études systematiques montrent que les terpénoides (carvacrol, thymol) bloguent
les pompes NorA chez Staphylococcus aureus, réduisant la résistance aux antibiotiques (Dias
Kjsdo et al., 2022).

La faible solubilit¢ de ces composés dans I’eau explique leur absence ou leur faible
concentration dans I’extrait aqueux, ce qui est conforme aux propriétés physico-chimiques des

alcaloides et terpénes, souvent mieux extraits par des solvants organiques.
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Conclusion

De nombreuses plantes médicinales présentent des propriétés Dbiologiques ethno
pharmacologiques remarquables. Elles sont largement utilisées dans plusieurs secteurs tels que la
médecine, la pharmacie, la cosmétologie. Cet intérét croissant s’explique par leur richesse en

métabolites secondaires, composés aux effets bénéfiques variés.

Cette recherche s'intéresse aux activités antioxydantes et antimicrobiennes de Phlomis crinita,
une espece de la famille des lamiacées, traditionnellement utilisée en Algérie pour ses bienfaits

sur la santé.

L’analyse des données révele un rendement de 37 % pour 1’extrait aqueux contre 57 % pour
I’extrait éthanolique, ce qui indique une efficacité d’extraction supérieure avec 1’éthanol. Les
résultats des tests biochimiques préliminaires révelent une composition diversifiée en métabolites

secondaires, soulignant le potentiel biochimique remarquable de cette espece végétale.

Les analyses quantitatives réalisées selon la méthode de Folin-Ciocalteu ont révélé des
concentrations €élevées en polyphénols et en falvonoides dans 1’extrait aqueux, respectivement de

2,16 mg €éq AG/ml et 56,71 pg éq Cat/ml.

En comparaison, les teneurs en polyphénols et flavonoides dans I’extrait éthanolique sont

respectivement de 0,82 mg eq AG/ml et 43,90 ug éq Cat/ml).

L’¢évaluation du pouvoir de piégeur du radical DPPHe par les deux extraits testés a révélé que
I’extrait aqueux manifeste une trés forte activité antioxydante dont la valeur d’IC50 est égale
3.47 pg/ml. Comparable a celle déterminée avec I’extrait éthanolique ou la valeur d’IC50 est

¢gale 16.65 pg/ml.

L’activité antimicrobienne des extraits de Phlomis crinita (aqueux ; éthanoique) a été évaluée a
I’aide de la méthode de diffusion en milieu solide contre quatre souches bactériennes,
Staphylococcus, Streptococcus, Escherichia coli et Enterococcus. Les résultats ont mis en
¢vidence une efficacité notable  d’extrait éthanolique; L’extrait aqueux s’est révéle

particulierement actif contre la souche bactérienne Enterococcus.
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Les données obtenues lors de la réalisation de ce travail indiquent que les extraits bruts de

I’espéce Phlomis crinita sont trés prometteurs quant a leur pouvoir antioxydant et antimicrobien.
En perspective, 1l sera captivant a ’avenir :

- Isolement et identification des composés bioactifs en utilisant des techniques

chromatographiques HPLC.

- Evaluer d’autres activités biologiques (antibiotique, parasiticide, astringentes

Antiinflammatoire)

- Elargir les tests antimicrobiens a d’autres souches pathogenes, y compris des bactéries

multirésistantes et des champignons opportunistes

- Développement de formulations naturelles : Les extraits de Phlomis crinita pourraient
étre intégrés dans des formulations pharmaceutiques, cosmétiques ou dermatologiques a visée

antiseptique, antioxydante ou cicatrisante, notamment sous forme de crémes.
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Résumé

Phlomis crinita, connu localement dans la médecine traditionnelle algérienne sous le nom de "khayyat el jarrah”, est utilisée
traditionnellement pour favoriser la cicatrisation des plaies. Cette étude vise a évaluer les propriétés médicinales de cette
plante a travers une analyse phytochimique et 1’évaluation de I’activité antioxydante ainsi que de I’activité antimicrobienne
des extraits bruts obtenus a partir des parties aériennes de la plante (feuilles, fleurs, tiges).

Deux types d'extraction ont été réalisés : une extraction aqueuse et une extraction éthanolique par macération a chaud. Les
tests de dépistage phytochimique ont révélé une richesse en métabolites secondaires. Les analyses quantitatives ont montré
que DP’extrait aqueux posséde une teneur élevée en composés phénoliques (2,16 mg équivalent acide gallique/ml) et en
flavonoides (56,71 ng équivalent catéchine/ml), par rapport a ’extrait éthanolique (0,82 mg équivalent acide gallique /ml de
polyphénols et 43,90 pug équivalent catéchine /ml de flavonoides).

Concernant 1’activité antioxydante, le test DPPH a révélé que 1’extrait aqueux présente une activité plus marquée, avec une
valeur d’ICsq de 3,47 pg/ml, contre 16,65 pg/ml pour I’extrait éthanolique.

En ce qui concerne I’activité antimicrobienne, 1’extrait éthanolique a montré une efficacité notable contre plusieurs souches
bactériennes, notamment Staphylococcus aureus, Streptococcus , Escherichia coli et Enterococcus . En revanche, I’extrait
aqueux n’a présenté aucune activité significative, sauf vis-a-vis de Enterococcus.

Mots-clés : Phlomis crinita, étude phytochimique, activité antioxydante, activité antimicrobienne.

Abstrat

Phlomis crinita, locally known in Algerian traditional medicine as "Khayyat El Jarrah" is traditionally used to accelerate
wound healing. This study aims to investigate the medicinal properties of this plant through a phytochemical analysis and an
evaluation of both antioxidant and antimicrobial activities of crude extracts obtained from its aerial parts (leaves, flowers,
stems).

Aqueous and ethanolic extractions were carried out using the hot maceration method. Phytochemical screening revealed that
the plant is rich in secondary metabolites. Quantitative analyses showed that the aqueous extract contained high levels of
phenolic compounds (2.16 mg gallic acid equivalent/ml) and flavonoids (56.71 pg catechin equivalent/ml), compared to the
ethanolic extract, which had lower contents of total phenolics (0.82 mg gallic acid equivalent/ml) and flavonoids (43.90 ug
catechin equivalent/ml).

Regarding antioxidant activity, the DPPH assay demonstrated strong radical scavenging potential for both extracts. However,
the aqueous extract exhibited a stronger antioxidant activity, with an ICso value of 3.47 pg/ml, compared to 16.65 pg/ml for
the ethanolic extract.

As for antimicrobial activity, the ethanolic extract showed significant effectiveness against several bacterial strains, including
Staphylococcus aureus, Streptococcus, Escherichia coli, and Enterococcus. In contrast, the aqueous extract was inactive
against all tested strains except Enterococcus , which showed a positive response.

Keywords: Phlomis crinita, phytochemical study, antioxidant activity, antimicrobial activity
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