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Introduction

Les plantes sont une source immense de molécules chimiques complexes
exploitées par I’homme dans plusieurs industries telles que 1’industrie cosmétique,
I’industrie agro-alimentaire et I’industrie pharmaceutique. La diversit¢ de ces
molécules naturelles qui ne sont pas essentielles a la viabilité des plantes reste une
énigme pour les biologistes qui essayent de décrypter leur réle dans la nature. De
méme, I'élucidation des voies de biosynthese conduisant a des produits naturels
originaux est un champ d'investigation inépuisable pour les scientifiques. L'homme
prehistorique, qui avait trés peu de moyens, devait se nourrir des produits de
cueillette et de chasse. En assimilant la flore locale, il a découvert les plantes utiles et
indispensables pour survivre. Ce régime, essentiellement végétarien, a constitué le

berceau de l'utilisation des produits naturels (Barnham et al., 2004).

L’Algérie est une région dotée d’une biodiversité trés importante, avec une
avalanche de plantes aromatique et médicinale. L’utilisation de ces plantes a des fins
thérapeutiques est fréquente surtout dans les zones rurales.

Les effets protecteurs de ces plantes contres divers maladies ont été attribuée a la
présence de composés phytochimique (Barejo et al., 2003). Donc pour mieux
expliquer d’ou provient ’effet thérapeutique d’une plante, il faut procéder a une
étude phytochimique des plantes suivie par une étude biologique. De ce fait, on a
proposés d’étudier la composition phytochimique et 1’activité biologique de deux
especes de plante du genre asphodéle : Asphodelus microcarpus et Asphodelus
tenuifolius utilisée en pharmacopée traditionnelle pour traiter les fievres, les

indigestions, les constipations et des lésions cutanées.

Les plantes de genres asphodele sont utilisées a 1’Ouest d’Algérie et au Maroc
contre toutes les formes d’abces et contre les rhumatismes (Baba Aissa, 1991).
Dans notre payé 1’Algérie, les racines fraiches de 1’Asphodéle macérées dans de
I’huile servent a traiter les otites, la poudre seche de ces racines est utilisée en
cataplasmes dans les douleurs des rhumatisme, la poudre seche d’Asphodéle
mélangée avec I’orge est conseillée comme diurétique (Ghileb, 1987) et le suc de la
racine de 1’Asphodéle est utilisée dans le traitement des mycoses cutanées (Boukef
,1988 ; Ghileb, 1987, ; Baba Aissa 1991) .



Introduction

Dans ce travail, on s’est intéressés a valoriser Asphodelus microcarpus et Asphodelus
tenuifolius par la recherche des principaux groupes chimiques et le dosage des
polyphénols totaux, des flavonoides et des tannins, et par I’évaluation de I’activité

antioxydante et anti-microbienne de leurs extraits.

Les objectifs de ce travail sont donc:
» Une contribution & une meilleure connaissance de la nature chimique
d’Asphodelus microcarpus et Asphodelus tenuifolius.
» Une évaluation des activités antioxydants et antibactériennes des extrais

d’Asphodelus microcarpus et Asphodelus tenuifolius.

Le présent manuscrit est organisé en trois chapitres. La premiére partie de ce
travail concerne tout dabord la synthese bibliographique qui porte sur une

description botanique et chimique des plantes du genre Asphdeluse.

La deuxiéme partie est consacrée aux matériel et méthodes ou sont détaillés les
protocoles expérimentaux relatifs & I’extraction, au dosage qualitatifs et quantitatif
des composés phytochimiques, a 1’évaluation des activités anti-oxydantes et
antibactérienne des composés isolés. Puis la partie résultats et discussion qu’est
consacrée pour la présentation et la discussion des différents résultats. Et conclusion
générale ainsi que des perspectives de recherche sont apportées pour compléter le

présent travail.
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l. Description des plantes étudiées

I.1. La famille des Liliaceae

Les plantes de genre asphodéles appartiennent a la famille des Liliacées, qu’est
I’une des plus grandes familles des angiospermes. Les espéces de cette famille

botanique représentent 4,6% des plantes médicinales.

Cette famille englobe le plus souvent les plantes herbacées et vivaces
monocotylédones, présentant généralement des organes de réserve (bulbes, cormes
ou rhizomes), parfois succulentes. Leur distribution est cosmopolite, méme si

quelques groupes occupent des aires restreintes (Philippe, 2013).

Les limites de cette famille font 1’objet de discussions sans fin, entre une approche
large (280 genre et prés de 5000 especes) et une approche plus restrictive (5-10 genre
et 350 especes) (Philippe, 2013).

1.2. Le genre Asphodelus

L'asphodeéle est une liliacée de trés grande taille avec une tige qui peut atteindre
facilement une hauteur d'un metre cinquante. Ce genre pousse généralement

autour du bassin méditerranéen et occupe surtout les sols calcaires.

Les asphodeéles se sont des plantes annuelles ou bisannuelles caractérisées par
(BOUAZZA, 2001):

Des feuilles lancéolées ou toutes radicalaires, d’un beau vert brillant ;

- Des fleurs en grappes ou panicules, solitaires, avec une bractée scarieuse a la
base et a pédoncule articulé. a six pétales (trois sépales et trois pétales
absolument identiques) de quatre centimetres environ. Les pétales sont ornés
d'une unique ligne longitudinale et les 06 étamines hypogynes et a filet dilaté a
la base, dorsifixes, sont couronnées d'anthéres orange ;

- Périanthe a tépales libres ou a peine connés a la base, uninerves ;

- Ovaire a 03 loges biovulées. Styles a stigmate trilobé ;

- Capsule loculicide, a valves ridées ou nerviées en travers ;


https://fr.wikipedia.org/wiki/Bassin_m%C3%A9diterran%C3%A9en
https://fr.wikipedia.org/wiki/Calcaire
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- Une tige drue, floriféres nues de fort diametre couronnée d'un énorme bouton
marron bientdt strié de noir et de blanc. La taille nominale de cette tige est

entre soixante-dix centimetres et un metre cinquante.

Les principales especes qui fait partie du genre asphodéle sont : Asphodelus
albus (asphodele blanc) , Asphodelus arrondeaui (asphodele d'Arrondeau) .,
Asphodelus cerasiferus (asphodele-cerise), Asphodelus fistulosus (asphodele
fistuleux) , Asphodelus ramosus (asphodele ramifié), Asphodelus macrocarpus ,
Asphodelus microcarpus et Asphodelus tenuifolius (Asphodelus a feuilles
étroites) (Philippe, 2013).

Le tableau 1 récapitule les principales especes rencontrées sur le territoire Algeérien.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Asphodelus_albus
https://fr.wikipedia.org/wiki/Asphodelus_albus
https://fr.wikipedia.org/wiki/Asphod%C3%A8le_blanc
https://fr.wikipedia.org/wiki/Asphodelus_arrondeaui
https://fr.wikipedia.org/wiki/Asphod%C3%A8le_d%27Arrondeau
https://fr.wikipedia.org/wiki/Asphodelus_cerasiferus
https://fr.wikipedia.org/wiki/Asphod%C3%A8le-cerise
https://fr.wikipedia.org/wiki/Asphodelus_fistulosus
https://fr.wikipedia.org/wiki/Asphod%C3%A8le_fistuleux
https://fr.wikipedia.org/wiki/Asphod%C3%A8le_fistuleux
https://fr.wikipedia.org/wiki/Asphodelus_ramosus
https://fr.wikipedia.org/wiki/Asphod%C3%A8le_ramifi%C3%A9
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Asphodelus_macrocarpus&action=edit&redlink=1
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Tableau 1 : Les espéces d’asphodéles en Algérie.
Espéce Synonymes Nom arabe Localisation
Asphodelus acaulis | Clausiana acaulis | Azzidda Paturages, clairieres, fissures

des rochers.

Ain Mlila, Sétif.

Assez commune :

Sous secteur littoral algérois :
prés de Boghar.

Sous secteur des sahels
littoraux oranais.

Sous secteur de 1’ Atlas tellien
oranais.

Asphodelus Asphodelus repens | Berouaga Forets et paturages de
cerasiferus Asphodelus Ancal montagnes.
corsicus Belouaz Assez commune :
Sous secteur de 1’Atlas tellien
oranais, monts de Tlemcen et
de Daya.
Asphodelus Asphodelus Baton de Forets et paturages
microcarpus nervosus saint joseph | Trés commune :
Asphodelus Berouaga Tell, hauts plateaux, Atlas
morisitanus Ancal saharien.
Belouaz
Asphodelus Asphodelus Acheub el Paturages sablonneux
refractus pendulinus Ibel désertiques et subdésertiques.
Izéan, Tazia. | Assez commune dans la Sahara
septentrional.
Rare au Sahara central et
méridional.
Asphodelus Bouzlima Paturages arides, steppes.
fistulosus Boussila Assez rare :
Belouaz sous secteur du littoral algérois.
Berouiga sous secteur des hauts plateaux
Zittout algérois et oranais.
sous secteur des hauts plateaux
constantinois.
sous secteur de 1’ Atlas saharien.
Asphodelus Acheub el Dunes, paturages arides,
tenuifolius Ibel steppes.
Izéan, Tazia. | Commune :

Sous secteur des sahels
littoraux oranais.

Sous secteur des hauts plateaux.
Tout le Sahara.
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Dans notre mémoire on se propose d’étudier I’Asphodelus microcarpus et

Asphodelus tenuifolius.

1.2.1. Asphodelus microcarpus
a. Systématique

La systématique d’Asphodelus microcarpus est la suivante (Zellagui, 1998) :

Regne Végétal
Embranchement Spermaphytes

Sous- embranchement Angiospermes

Classe Monocotylédones

Ordre liliiflorae

Famille liliaceae

Genre Asphodelus

Espece Asphodelus microcarpus

b. Description botanique et structure morphologique

Asphodelus microcarpus est connus en Algérie sous différents noms vernaculaires:
Barouag (dans I’est algérien), Balouaz (dans le centre algérien) et Ighri (chez le
berbére). Cette plante a scape nettement marquée et plus ou moins élevée est

caractérisée par :

- Des feuilles cylindriques ou semi-cylindriques (parfois planes sur la face interne

seulement) et fistuleuses;
- Des fleurs blanches ou carnées (fig 1, b), de 15 mm de long maximum;

- Des tépales carénés, a caréne verte ou pourpre;

- Des Capsule de 6-14 mm de long, oblongues, ovoide ou subglobuleuse, a valves

nettement ridées transversalement sur le sec (Fournier, 1947).
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a: Feuilles ; b : Fleurs c : Capsule

Figure 1: Morphologie des parties d’Asphodelus microcarpus

c . Répartition Géographique

La plante est endémique du bassin méditerranéen poussant sur les terrains pauvres
moyennement arroses, dans Garrigue, falaises, steppe, préfére région semi-aride ou
le sol est peu profond comme les endroits rocheux. Dans les régions sableuses et
rocailleuses des foréts du Nord de I’ Afrique et les hauts plateaux, le Tell et I’atlas

saharien de 1’Algérie (Zellagui, 1998).
1.2.2. Asphodelus tenuifolius
a. Systématique

La systématique d’Asphodelus tenuifolius est la suivante (OZENDA, 2004) :

Regne Végetal
Embranchement Spermaphytes

Sous- embranchement Angiospermes

Classe Monocotylédones
Ordre Asparagales

Famille Liliaceae

Genre Asphodelus

Espece Asphodelus tenuifolius
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b. Description botanique et structure morphologique
Asphodelus tenuifolius est communément appelé en Algérie exactement a Beni
mezab« Tazia » C’est une plante annuelle herbacée monocotylédone. Cette plante a

scape nettement marquée et plus ou moins élevée est caractérisée par :

- Des feuilles cylindriques ou semi cylindriques (parfois planes mais sur la face
interne seulement), et creuses partent toutes de la base ; fistuleuses. Feuilles scabres

sur les nervures ;
- Des fleurs blanchatres ou rosées, de 5212 mm de long, a tépales libres;
- Des graines plissées sont a trois angles;

- Des pédoncules fructiferes dressés, généralement articulés sous le milieu ou,

parfois, un peu au dessus.
- Des inflorescences qui portent peu de fleurs;

- Des fruits avec des capsules sphériques de 4a 6mm contenant des graines
noires, plissées et triangulaires (OULD EL HADJ et al., 2003).

c. Répartition Géographique

Asphodelus tenuifolius est une espece assez commune dans tout le Sahara Algérien
et dans les sous secteur des hauts plateaux (OZENDA, 2004). Cette plante est
originaire d'Afrique du Nord, du Sud Ouest de I'Europe, de la péninsule arabique, de

I'Asie du Sud, du Pakistan et de I'Inde (FREIJE et al, 2013).

1.3. Différence entre Asphodelus microcarpus et Asphodelus tenuifolius

Le tableau ci-apres récapitule les différences entre les deux plantes étudiées

Asphodelus microcarpus et Asphodelus tenuifolius.
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Tableau 2: Différence entre Asphodelus microcarpus et Asphodelus tenuifolius.

Asphodelus microcarpus

Asphodelus tenuifolius

v’ Appareil végétatif

e Forme
biologique

e Ramification

e Feuille

e Bourgeon

Eriger

Unique, scape ramifié

- Disposition : Rosette basale

- Attachement : forme sessile et
tige souterraine

- Forme : d’épée, longue et plate
devient pointu a la fin.

- Nervures : nervures paralleles
- Bord de la feuille : feuille

entiére a extrémité lisse

- Couleur blanche avec des
rayures brune rougeatre

verticales

Eriger

Unique ramifié

Cylindriques, creuses, tres
étroites

Couleur vert vif prenant
naissance a la base, avec les

hampes courtes.

v Appareil
reproducteur

e Fleur

- Couleur : blanche ou carnées
- Parfum : agréable, doux
- Taille : 35 mm

- Nombre de pétale :6

- Couleur : blanche ou
rosées, a pédoncule non

recourbé apres la floraison

e Inflorescence

panicule

portent peu de fleurs

e  Fruits

-Capsules vertes de forme
ovoide

-Forment des capsules qui
contiennent de minuscules
graines noires.

I.4. Composition chimique d’Asphodelus microcarpus et d’Asphodelus

tenuifolius.

La composition chimique d’Asphodelus microcarpus et d’Asphodelus tenuifolius est

récapitulée dans le tableau suivant.
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Tableau 3 : Quelques données chimiques sur d’Asphodelus microcarpus et d’Asphodelus tenuifolius.
Espece Organes étudiés Molécules extraites Références

Asphodelus microcarpus

Partie terrestre

1.8 dihydroxyanthraquinone
Bichrysophanol
Aloe-emodin

Chrysophanol
Chrysophanol glycoside

A. M. RIZK, 1971

Asphodelus tenuifolius

Fleurs

Tiges

Feuilles

TAKARIA, lu}l‘l

~

> Partie aérienne

Aloe-emodin
Chrysophanol
Chrysophanol glycoside

AM. RIZK,1971.

10
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I.5. Propriétés pharmacologiques d’Asphodelus
1.5.1. Utilisations comestibles

Les racines (tubercules), les graines et les tiges ont été consommes dans le passé. Le
tubercule peut étre mangé cuit. Car il est riche en amidon, séchés et cuits a I'eau il

devient mucilagineuse et peut étre mélangé avec les grains pour faire du pain nutritif.

L’¢ébullition détruit le principal acre dans les tubercules, et les rendant trés agréable a
manger la hampe florale (tige qui porte les fleurs) peut également étre cuite et mangé.
Hésiode, poete grec (8éme siécle A.J.C), décrit asphodéle comme l'ingrédient de base
de la pate d'un pauvre homme : " imbéciles qu'ils ne savent pas le grand bienfait de
I'asphodéle ". Hippocrate et Dioscoride disaient que les racines ont été mangeés roties
dans la cendre. Théophraste a raconté que la racine a été haché en purée avec les figues
et le toute a été consommé. Le byzantine (5éme siécle de notre ére) lexicographe
Hésychius d'Alexandrie (Hesychius d'Alexandrie), a également déclaré que la racine de
I'asphodéle est comestible. Les feuilles également ont été utilisées pour la production

d’un type spéciale du fromage italien Rignano garganico (Fournier ,1947).
1.5.2. Role et usage traditionnels :

Elle été utilisé pour traiter plusieurs maladies par les grecques et les latins mais elle
n’est pas tres utilisé dans la médecine actuellement. Et elle est utilisé pour soulager ou
prévenir les spasmes (surtout pour le muscle lisse), et tend a augmenter le flux de I'urine

et favorise I'écoulement menstruel chez les femmes.

Une autre utilisation traditionnelle qui n’est plus utilisé actuellement est celle de la

dermatite et les brleurs du soleil (Ruiz el al., 1990).
1.5.3. Intérét thérapeutique

L’ Asphodéle est une plante importante dans la pharmacopée traditionnelle (Fournier,
1948). La plante est utilisée en tisane, en poudre, ou en pommade pour les traitements

des fiévres, des indigestions, des constipations et des Iésions cutanées.

En Maroc la décoction des racines est utilisée contre toutes les formes D’abces et la

décoction de feuilles en cataplasmes contre les rhumatismes (Baba Aissa, 1991).
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En Inde (Kotb, 1983), I’Asphodé¢le est utilisé pour traiter 1’ulcére gastrique chez

I’homme en lui faisant absorber la poudre de la plante séchée dans un verre de lait.

La poudre issue des graines d’Asphodelus tenuifolius s’utilise par les populations de

Thari (Nara Désert, Pakistan) contre les hémorroides

En Algérie, les racines fraiches de 1’Asphodele macérées dans de 1’huile servent a
traiter les otites. La poudre seche de ces racines est utilisée en cataplasmes dans les
douleurs des rhumatismes. En mélange avec I’orge, la poudre d’Asphodele est
conseillée comme diurétique (Ghileb 1987) Quand a la propriété curative la plus
certaine et confirmée par de nombreux travaux (Boukef ,1986 ; Ghileb, 1987 ; Baba
Aissa 1991) est I’utilisation du suc de la racine de 1’Asphodéle dans le traitement des

MYCOSES cutanées.
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Il. Généralités sur les métabolites secondaires

Les plantes possédent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux
métabolites primaires que sont les protéines, les glucides et les lipides. On appelle
métabolites secondaires des composés bio synthétisés naturellement ces composées
posseédent des propriétés thérapeutiques et sont utilisés en médecine traditionnelle et

moderne (Nguyen et al., 2013).

On distingue classiquement plusieurs catégories de métabolites secondaires en fonction
de leur nature biochimique et de leur origine biosynthétique : les composés phénoliques
(tanins, quinones, flavonoides), les alcaloides, les quinones, les tritérpanoides et les

saponines (Priva et Aparna, 2012).
I1.1. les composés phénoliques

Durant ces dernieres années, plusieurs chercheurs se sont intéressés aux composants
phénoliques a cause de leur pouvoir a piéger les radicaux libres et les bienfaits

potentiels de leur consommation sur la santé humaine (Manach et al., 2004).
11.1.1. Définition des composés phénoliques

Les composés phénoliques regroupent un vaste ensemble de plus de 8 000 molécules,
divisées en une dizaine de classes chimiques, qui présentent tous un point en commun :
la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme

porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles OH (Hennebelle et al., 2004).

Les composés phénoliques different dans leur structure selon le nombre et la position
des hydroxylations et méthylations du cycle aromatique. On les retrouve dans de
nombreux fruits, légumes, le café, les prunes, les myrtilles, le raisin et les pommes
(Bourgou et al., 2008)..

11.1.2. Classification des composés phénoliques
Les polyphénoles sont divises en plusieurs classe chimiques selon différents criteres,
plusieurs classifications on été proposées :

e Lopez et al., ont classe les polyphénols selon le nombre de carbone en dix

groupes (phénols simples , acide phénoliques, acide phénylacétique, acide
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cénamique..., Naphtoquinones, Xanthones, Stilbénes, Flavonoides, Lignines,
Biflavonoides).

e Ribero-Gayou (1986) a classe les polyphones selon leurs répartition dans le
monde végétale en trois groupes : les composeés les plus répondus (flavonoides),
les composés peu rependus ( biflavanoles), les composés complexes (tanins).

e Hennebelle et al., 2004 ont classeé les polyphones selon en trois groupes selon la
couleur : les composés incolores (tanins), les composés jaunes orangés (les
flavonoides) , les composés jaunes violet (les anthocyanes).

e Fine (2000) ; Sarni-Manchado et Chynier (2006) classe les polyphénoles ont se
basant sur leurs squelette en deux groupes : les composés phénoliques simples
et les composés complexe (Forme condenses).

11.1.2.1. Les composes phénoliques simples
a. Acides phénoliques

Ce sont des composés organiques possedant au moins une fonction carboxylique et un

Hydroxyle phénoligue. 1ls sont représentés par deux sous-classes :

Les dérivés de I’acide hydroxybenzoique et de 1’acide hydroxycinnamique
(Thompsen et al., 1984).

b. Flavonoides
Présentes dans la plupart des plantes, les flavonoides sont des pigments polyphénoliques
qui sont responsable dans la plupart des colorations des fleurs et des fruits. 1ls possedent
de nombreuses vertus thérapeutiques. Ils sont particulierement actifs dans le maintien
d’une bonne circulation. Certains ont aussi des propriétés anti-inflammatoires et anti

virales, d’autres ont des effets protecteurs sur le foie (Igor, 2002).
11.1.2.2. Polyphénols complexes (tanins)

Les tanins sont un groupe diversifié de métabolites secondaires des plantes qui ont deux
caractéristiques communes : tous sont des polyphénols et tous ont la capacité de fixer
les protéines. Cependant, I'étude des effets nutritionnels des tanins est complexe parce

que les plantes contiennent une grande diversité de tanins.
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Certains tanins produisent des effets toxiques tandis que d'autres bénéficient de la santé
et de la nutrition (Harvey, 2006).

11.2. Les alcaloides

Sont des substances organiques d’origine végétale, azotées et a caractere alcalin. Bien
que beaucoup d’entre eux soient toxiques (comme la strychnine ou 1’aconitine), ils
représentent les principes actifs de nombreuses plantes médicinales. Ils ont joué un réle
important dans la découverte des médicaments (morphines, quinine cocaine, atropine...)

et dans le développement de I’industrie pharmaceutique (Omulokoli et al, 1997).

L’étude de leur mécanisme d’action a conduit a les employer comme réactifs
biologiques en neurochimie et en chimiothérapie. Ils sont dotés aussi d’un pouvoir

antioxydant (Roug, 2011).
11.3. Quinones

Les quinones sont des composes intéressants qui ont des caractéristiques uniques et
plusieurs roles importants. Ils sont largement distribués dans la nature, y compris dans
les tissus animale et végétale. lls ont un r6le important dans la chaine de transport
d'électrons pour maintenir les fonctions biologiques des plantes et des animaux. En plus
de ces réles biologiques, les quinones ont été utilisées dans une grande variété de
pratique clinique (Girre et al ., 2006).

11.4. Les terpénoides

lIs représentent le groupe le plus diversifié des métabolites secondaires des végétaux,
plus de 15.000 composés différents sont décrits dans la littérature. lls dérivent d’une
structure de base a cing carbones (CsHg), communément appelée isopréne selon le
nombre répétitif de cette unité, les terpénoides sont classés en : monoterpénoides (CIO),
sesquiterpénoides (C15) et diterpénoides (C20) (Anderson et al., 2006).

11.5. Les saponines

Principaux constituants de nombreuses plantes médicinales, les saponines doivent leur
nom au fait que, comme le savon, elles produisent de la mousse quand on les plonge
dans I’eau. Les saponines existent sous deux formes, les stéroides et les triterpénoides

(Cavina etal ., 1999).
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1. Propriétés biologiques des métabolites secondaires

I11.1. Activités biologiques

Les metabolites secondaires responsables de multiples activités biologiques et
thérapeutiques, des études antérieures ont prouvé l'implication de ces composés
phénolique dans plusieurs activités biologiques telles que 1’activité antioxydant,

I’activité antibactérienne 1’activité anticancéreuse et I’activité enzymatique.
I111.1.1. Activité antioxydante

Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou empécher
I’oxydation des substrats biologiques. Les antioxydants sont des composés qui
réagissent avec les radicaux libres et les rendent ainsi inoffensifs, la raison pour laquelle
les antioxydants sont importants vient du fait que l'oxygéne est un élément
potentiellement toxique puisqu'il peut étre transformé en formes plus réactives telles que
le superoxyde (0 °2), le peroxyde d'hydrogene (H202), I'oxygéne singulier (102) et les
radicaux hydroxyles (HO), collectivement connu sous le nom d'oxygéne actif (Bozin et
al., 2008).

111.1.2. Activité antibactérienne

Les plantes n’ont pas un systeme immunitaire proprement dit qui peut identifier une
infection spécifique, leurs propriétés antimicrobiennes sont généralement efficaces
contre une large gamme de micro-organisme. Ces propriétés sont utiles pour les

infections chez les humais (Remmal et al., 1993).
111.1.3.Activité antifongique

Le pouvoir antifongique des plantes aromatiques a été mis en eévidence par de nombreux
auteurs contre les moisissures allergisantes et contre les dermaphytes et les
champignons pathogénes et opportunistes tels que Candida albicans (levure)
(Billerbeck et al., 2002)
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111.1.4. Activité anti-inflammatoire

Les plantes a activité anti-inflammatoire, sont des especes ayant une action sur
plusieurs facteurs de I’'immunité extra et intracellulaire comme ceux du
complément et, sont le plus souvent des plantes contenant des polysaccharides
spécifiques ayant une activité immunomodulatrice. Les polysaccharides sont les
constituants immunostimulants les plusefficaces (GOETZ, 2004). Les espéeces
Astragalus armatus, Plantago notata, Asphodelus tenuifolius, et Urginea
noctiflora ont retenu 1’attention en premier lieu pour leur utilisation traditionnelle
a Ghardaia comme anti-inflammatoire et, en second lieu, en raison du peu de

travaux d’activités biologiques répertori€s sur ces quatre especes végétales.
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1. Matériels et méthodes

11.1. Matiere végétale

Dans notre travail on a étudié deux plantes de genre Asphodéle

Asphodelus microcarpus (Fig.2) et Asphodelus tenuifolius (Fig.3). Ce

a savoir

sont les

feuilles et les tiges (partie aérienne) les tiges (partie aérienne) ainsi que les racines

(partie sous terraine) de ces plantes qui font 1’objet de ce travail.

L

Figure 02: Asphodelus microcarpus Figure 03: Asphodelus tenuifolius
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11.1.1. Origine géographique et période de récolte des plantes

Les échantillons d’Asphodelus microcarpus ont été récoltés dans la période de
floraison durant le mois de Mars 2017 dans la région de wellad guefiffa a 5
kilomeétres de la Wilaya de BOUIRA.

Les échantillons d’Asphodelus tenuifolius ont été récoltés durant le moins d’avril

dans le Sahara Algérien (région de chaabna de Ghardaia).

La récolte des échantillons a été effectuée le matin pour éviter les effets de la

chaleur.
11.1.2. Préparation des échantillons

Les plantes étudiées subissent plusieurs étapes de traitements initiaux en vue

d’obtenir les extraits sur lesquels notre recherche sera réalisée.

Les opérations essentielles impliquées dans le traitement sont récapitulées dans le

schéma suivant (Fig.4 et Fig.5):
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Asphodelus microcarpus Asphodelus tenuifolius

(Feuilles + racines) (Tiges + feuilles+ racines)

*{

e Afin d’éliminer toute trace
Lavage

de terre

h

e Racines : en fines lamelles
o Feuilles+tiges : en petit
morceaux

Découpage

h

« Dans un lyophilisateur qui consiste

SeChage a éliminer sous vide toute fraction
aqueuse contenue dans le produit.
e A 1’aide d’un mortier a café
Broyage

pour obtenir des poudres fines
qui vont faire 1’objet de
I’extraction.

» e Avec un tamiseur, afin d’obtenir
Tamisage une poudre fine et homogeéne de
granulométrie inférieur a 125 um

. eDans des flacons en verre
Conservation hermétiquement fermés, étiquetés et
recouvre avec de I’aluminium pour

évité tout contacte avec la lumiere.

Figure 04 : Schéma récapitulatif des étapes de traitements initiaux des
échantillons
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A. Lavage a I’eau courante B. Découpage

C. Lyophilisation D. Broyage avec un moulin

F. Conservation dans des flacons
en verre

E. Tamisage des poudres

Figure 5: Etapes de préparation des échantillons.
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11.2. Détermination du taux d’humidité et 1a matiére séche

Le taux d’humidité est la quantit¢é d’eau contenue dans le végétal frais. Le
principe de la détermination de I’humidité consiste a prendre une masse ml de
I’échantillon et I’apporter a une température de 103°C a 1’étuve jusqu'a ce que la

masse devienne constante (m2) (Barros et al., 2010).
Le taux d’humidité (H%) est calculé selon la formule suivante:

H% = ((m1 -m2)/m1) x100 ............. Q).
D’ou:
H% : Taux d’humidité en pourcentage;
m1 : Masse de I’échantillon avant séchage;

m2 : Masse de 1’échantillon apres séchage.

11.3. Extraction des métabolites secondaires

L’extraction est une étape qui permet la transformation de la matiere végétale en
un extrait. Le choix du solvant d’extraction est un facteur déterminant dans la
procédure d’extraction. Ce choix dépend da la nature des composés recherchés.
Dans le présent travail, I’extraction a été réalisée par deux méthodes décrites par
(Raaman, 2006). Ces méthodes sont: une extraction par soxhlet et une
macération a froid.

Dans notre étude I’extraction a été realisée en utilisant les solvants suivants :
eau/méthanol (30:70) (v/v) et eau/éthanol (30:70) (v/v) et eau bi- distillée.

11.3.1. Extraction par soxhlet

e Principe
L’extraction par Soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de
répéter infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a 1I’épuisement
complet du soluté dans la matiere premiere (william, 2007).

e Mode opératoire
Une quantité de poudre lyophilisée (20g) de chaque plante étudiée a été placées
dans une cartouche de cellulose (une matiere Pénétrable pour le solvant), celle-ci
est placée a son tour dans I'extracteur de I'appareil de Soxhlet . Ce dernier est

monte sur un ballon chauffe a 60°C, contenant 250 ml de solvant d’extraction.
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Dans notre étude I’extraction par soxhlet a été réalisée en utilisant les solvants
suivants : eau/méthanol (30:70) (v/v) et eau/éthanol (30:70) (v/v).

Au dessus duquel est placé un réfrigérant servant a liquéfier les vapeurs du
solvant.

Le ballon étant chauffé, le liquide est amené a ébullition, les vapeurs du solvant
passent par le tube de distillation et rentrent dans le réfrigérant pour étre
liquéfiées. Ensuite, le condensat retombe dans le corps de I'extracteur sur la
cartouche, faisant ainsi maceérer le solide dans le solvant. Le solvant condensé
s'accumule dans I'extracteur jusqu'au niveau du sommet du tube-siphon, suivi par
le retour dans le ballon du liquide de I’extracteur accompagné de substances
extraites. Ainsi le solvant dans le ballon s'enrichit progressivement en composants
solubles. L’extraction continue jusqu’a 1I’épuisement de la matiére solide chargée
dans la cartouche.

L’extrait obtenu est filtrés a I’aide de papier filtre de 20 pum de diametre et
conservée dans des flacons en verre opaque a une température de 4°C.

A T’issue de cette opération, 1’extrait brut est évapore en utilisant un rotavapeur de
type STUART.

Le schéma d’extraction par un appareil Soxhlet est représenté sur la figure 6
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Eau de refroidissement

Réfrigérant

Corps de ’extracteur

Cartouche

Tube de distillation

Ballon
Chauffe ballon

Figure 06: Extraction des métabolites secondaires par 1’extracteur de soxhlet.

11.3.2. Macération a froid

e Macération
Une quantité de 5g de poudre végétale sont ajustés avec 100 ml de solvants
organiques: eau/méthanol (30:70) (v/v), eau/éthanol (30:70) (v/v), eau bi-distillée

(extrait aqueux).

Pour maintenir les particules en suspension, les solutions sont soumises a une

agitation pendant 24h a la température ambiante et a I’abri de la lumicre.

Aprés 24 h de macération, les solutions ont été filtré sur un papier filtre. Les
filtrats récupérés sont en suite évaporés pendant 2h a 35 °C, a ’aide d’un rota

vapeur de type STUART.

Les extraits secs sont reconstitué dans I’eau bi-distillée, lyophilisés, et conservés a
4°C.
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I1.3.3. Taux d’extraction

Selon (Falleh et al., 2008) le taux d’extraction (rendement) est calculé comme

suit :

R% =— M %100 e, @)
M éch

Avec :

R% : Taux d’extraction ;
M ext : La masse de I’extrait aprés évaporation du solvant en mg;

M éch : La masse séche de 1’échantillon végétal en mg.

I1. 4. Tests phytochimiques

Il. 4.1. Dosages qualitatifs

Le dosage qualitatif permet de mettre en évidence les différentes familles
chimiques présentes dans les extraits Asphodelus microcarpus et Asphodelus

tenuifolius par plusieurs réactions de coloration et de précipitation.

11.4.1.1.Les composés phénoliques simple (Flavonoides)
La présence des flavonoides est indiquée par la formation d’un complexe jaunatre
(Igbal, 2011).De ce fait, Iml de chaque extrait est ajouté & 100 ul de chlorure

d’aluminium a 3% et quelques copeaux de magnésium.

11.4.1.2. Les composes phénoliques complexes : Tanins
Dans un tube & essai contenant 1ml d’extrait on a ajouté 200 pul d’une solution
aqueuse diluée de FeCI3 & 1%. En présence des tanins, il se développe une

coloration verdatre ou bleu noiratre (Karumi et al., 2004).

11.4.1.3.Les quinones libres
Sur un volume de chacun de nos extraits, on a ajouteé quelques gouttes de NaOH
1%.L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la

présence des quinones libres (Oloyde, 2005).
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11.4.1.4. Les terpénoide: Test de Slakowski

Pour caractériser les terpénoide, on a ajouté a 5 ml de I’extrait, 2 ml de
chloroforme et 3 ml d’acide sulfurique concentré. La formation d’un anneau
marron- rouge a I’interphase indique la présence des terpénoides (Khan et al.,
2011).

11.4.1.5. Les saponosides

La caractérisation des saponosides est réalisée selon le protocole décrit par
N’Guessan et al, 2009. Cette caractérisation consiste a agiter 10 ml de ’extrait
pendant 15 secondes a raison de deux agitations par seconde, puis a mesurer la
hauteur de mousse formé apres 15 min de repos (N’Guessan et al., 2009).

Pour obtenir la mousse une série des dilutions est préparée (10% ,20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%) en introduisant dans 10 tubes a essai 1
ml a 10 ml d’extrait de chaque plante et on compléte a 10 ml avec de ’eau bi-
distillée. Une hauteur de mousse persistante et supérieur a 1 cm indique la

présence de saponosides.

L’indice de mousse (Im) se calcule a partir du numéro du tube (N) dans lequel la
hauteur de la mousse est de 1 cm.
L’indice de mousse (IM) est calculé par la formule suivante :
IM =1000/N..ceeeeeeeeeieeeieeeenennnns A3)
N : nombre de tube dans lequel la hauteur de mousse est égale ou supérieur a 1cm.

11.4.2. Dosages quantitatifs

4.2.1. Dosage des phénols totaux

La teneur des composés phénoliques a été determinée selon le protocole décrit par
(Singleton et Rossi, 1965). A un volume de 500 pl d’extrait a été additionné de
2.5 ml de réactif de Folin-ciocalteu dilué a (1/10). Aprés 2 minutes d’incubation a
I’obscurité, 2 ml de carbonate de sodium (75%) sont ajoutés. L’absorbance a été

mesurée au spectrophotometre de type XP 3000 a 760 nm apres 15 min
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d’incubation au bain marie a 50°C et refroidissement direct dans un bain de glace,

le dosage est effectué en triple.

La concentration en composés polyphénols totaux a été déterminée a partir de
I’équation de régression de la courbe d’étalonnage réalisée avec le standard étalon
d’acide gallique. Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalents d’acide

gallique par gramme de poudre séche (mg EAG/g de MS).
4.2.2. Dosage des tanins

Un volume de Iml de I’extrait a été additionné a 5ml d’une solution qui se
compose de deux volumes de vanilline a 4% (préparé dans le méthanol) avec un
volume de HCL a 37 %. L’absorbance a été mesurée au spectrophotométre a 500

nm apres 20 min d’incubation a 1’obscurité (Igbal, 2011).

La teneur en tanins a été déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage réalisée
avec la catéchine. Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent

catéchine par gramme de la matiére seche (mg EC/g de MS).
4.2.3. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides totaux a été déterminée par la méthode d’AlCl; de
(Lamaison et carnet, 1990). 100 ul de chaque extrait est mélangé avec 1ml de la
solution méthanolique de AICI3 (0.1 M). Apres, 10 min d’incubation a 1’obscurité,

la lecture est faite & 430 nm contre un blanc préparé sans extrait.

La teneur en tanins a été déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage réalisée
avec la quercitrine. Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent

quercitrine par gramme de la matiére seche (mg EQ/g de MS).
4.2.4. Dosage des chlorophylles a, b et caroténoides

Le dosage des chlorophylles a, b et caroténoides est basée sur la mesure des
absorbances a différentes longueurs d’ondes des extraits dilués a (1/10) : 664 nm
pour la chlorophylle a ; 648 nm concernant la chlorophylle b et 470 nm pour les
caroténoides. Selon (Lichtenthaler, 1982) les concentrations de la chlorophylle a,
chlorophylle b et des caroténoides dans les extraits ont été calculées selon les

formules suivantes :
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Ca (pg /mI) = 13,36A664 1 5719A648,6 ....... (4)
Cb (ug /mI) = 27,43A543, 6 - 8, 12A564,1 ...... (5)

Cx+c (Mg /ml) = (1000A470— 2, 13 C,— 97,64Cp,)/209............ (6)
11.5. Activités biologiques

11.5.1. Activités anti-oxydante

L’activité antioxydante des deux plantes Asphodelus microcarpus et Asphodelus
tenuifolius a été évalué sur I’extrait qui présente le rendement le plus élevé et la

quantité la plus élevée en poly phénols totaux.

Les méthodes les plus employés pour évaluer I’activité anti-oxydante des extraits
des plantes sont celles impliquant des composés chromogenes de nature
radicalaire. La présence des anti-oxydants dans les extraits des plantes conduit a la
disparition de ces radicaux. Les deux radicaux les plus utiliseés sont les radicaux
ABTS et DPPH (Adhikari et al., 2007, Blanc et al., 2011).

Dans notre travail, I’activité antioxydante des extraits d’Asphodelus a été évaluée
in vitro par la méthode de piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1-
picrylhydrazyl), qui se caractérise par sa capacité de former des radicaux libres
stables. La présence de ces radicaux DPPH donne lieu a une coloration violette
foncée de la solution, qui absorbe aux environs de 517 nm. La réduction des
radicaux DPPH par un agent antioxydant entraine une décoloration de la solution

qui devient jaune péle et une diminution de I’absorbance (Coelhoa et al., 2011).

Pour chaque extrait, des dilutions ont été préparées dans de méthanol (100 mg/l a
800 mg/l). 25 ul des extraits a différentes concentrations est ajouté a 975 pl
d’une solution de DPPH (10'3 M). Apres incubation a 1’abri de la lumiére et a
température ambiante pendant 30 min, I’absorbance est mesurée a 517 nm (Atoui
et al., 2005).
Le pourcentage d’inhibition | est calculé selon la formule suivante :

1 % = 100(A - A/ Ao
Avec :
I % : Pourcentage d’inhibition ;
Ao : Absorbance du controle (DPPH & 10° M) ;
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At . Absorbance de 1’extrait.

11.5.2. Activité anti-bactérienne

L’activité anti-bactérienne des deux plantes Asphodelus microcarpus et
Asphodelus tenuifolius a été évalué sur I’extrait qui présente le rendement le plus

élevé et la quantité la plus élevée en poly phénols totaux.

Pour la mise en évidence de I’activité antibactérienne, deux souches bactériennes
ont été testées vis-a-vis de nos extraits, a savoir Staphylococus aureus (bactérie
Gram Positif) et Escherchia Coli (bactérie Gram Négatif). Ces bactéries différent
I’une de D’autre par leurs structure cellulaire et leur métabolisme particulier
(Tab.4). Les souches bactériennes utilisées proviennent de I’Institut Pasteur

d’Alger.
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Tableau 4 : Différence entre les deux bactéries.

Staphylococus aureus

Escherchia Coli

Ce sont des cocci a Gram positif
De forme sphérique qui tendent a
se grouper en amas irréguliers ou
réguliers a la fagon d’une grappe
de raisin (Nauciel, 2000).

Des germes aérobie- anaérobie
facultatif (Nauciel, 2000).

Ce sont une composante
essentielle de la flore humaine
normale, mais comprennent aussi
des especes qui sont d’importants
pathogénes.

Ce sont des germes ubiquistes
largement distribués dans
I’environnement naturel de

’homme.

L’espece est responsable de
plusieurs infections (osseuses,
digestives, pyogéne de la peau et
des muqueuses...) (Tony et Paul,
1997).

e Bactérie a Gram Négatif

e Ce genre appartient a la famille des

entérobacteriacae, qui sont des
hétes du tube digestif de I’homme
et des animaux (nombreuses
souches de cette famille ont été
isolées de I’environnement
aquatique ou terrestre).

C’est I’espece dominante de la flore
aerobie du tube digestif (Nauciel,
2000).

Ces bactéries cultivent facilement
sur milieux ordinaires et utilisent
des composés organiques simple