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Introduction génera



Introduction général :

L’homme préhistorique, 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.[1]

En effet les plantes aromatiques médicinales constituent une source inépuisable
d’agents thérapeutiques des plus efficaces grace aux principes actifs qu’elles renferment

: alcaloides, flavonoides, saponosides, vitamines, tanins,...et huiles essentielles.[2]
Actuellement, les extraits de plantes et plus particulierement les huiles essentielles

représentent un intérét considérable en raison de leurs utilisations comme alternatives
non seulement pour la protection des aliments contre I’oxydation, mais aussi pour le

traitement de certaines maladies infectieuses en tant qu’agents antimicrobiens.[3]
Dans ce contexte et suite a nos travaux de recherche sur les substances naturelles

développé par notre Laboratoire sur la famille des Apiacées et dans le but de valoriser le
patrimoine algérien des plantes médicinales, nous nous sommes intéressés a 1’étude
microbiologique de I’aneth précisément Ridolfia segetum provenant de la région de

Bechar en justifier scientifiguement son usage traditionnel par les populations locales

en tant que remede populaire.[4]
Ce modest travail comporte trois chapitres :

% Chapitre | : intitulé « Synthése bibliographique » est réservé a une présentation
génerale des métabolismes.
% Le second chapitre est consacré a la description botanique de la plante (Ridolfia
segetum) et son usage thérapeutique.
< Dans le troisieme chapitre, il sera question de la détermination des parametres
biologiques dans le domaines anti-bactéries (Candida albicans, Staphylococcus,

Pseudomonas, Escherichia coli)

Enfin, les principaux résultats obtenus au cours de notre travail , sont résumeés dans la

conclusion.



CHAPITRE |



Synthese
Bibliographique






I.1: Généralité :

I.1 : Les métabolites :
Les métabolites sont les produits intermédiaires des réactions métaboliques catalysées

par les enzymes variées qui se produisent naturellement dans des cellules. Ce terme est

habituellement employé pour décrire des petites molécules. [5]

Chez les plantes, il existe deux grandes classes des métabolites :

1.1.1 : Définition des métabolites secondaires :
Les métabolismes secondaires sont des composés produits par un organisme qui ne sont

pas exigés pour des procédés métaboliques primaires, bien qu’elles puissent avoir
fonctionnements écologiques et autre importants. Elles comprennent des médicaments,
des parfums, la saveur, la teinture, des pigment, des pesticides et des additifs

alimentaires avec des applications en agriculture, industrie et pharmaceutiques.[8]

Les métabolites secondaires sont un groupe de molécules qui interviennent dans
I’adaptation de la plante a son environnement ainsi que la régulation des symbioses et
d’autres interactions plantes-animaux, la défense contre les prédateurs et les pathogénes,
comme agents allélopathiques ou pour attirer les agents chargés de la pollinisation ou de

la dissémination des fruits.[ 9]

Chez les plantes, les métabolites secondaires sont importants a la survie et a la
propagation de I'espéce. Il joue chez celles-ci différents réles, comme des phéromones
ou des signaux chimiques permettant a la plante de s'adapter a I'environnement [5].
Les métabolismes secondaires sont produits en trés faibles quantité, dont 200000
molécules ont été identifiées. Classés selon leur appartenance chimique en

composés :[6-7]

Les métabolites secondaires des plantes sont des composés chimiques synthétisés par
les plantes (c'est-a-dire des composés phytochimiques) qui remplissent des fonctions
non essentielles, de sorte que leur absence n'est pas mortelle pour I'organisme,
contrairement aux métabolites primaires. Les métabolites secondaires sont impliqués

dans les interactions écologiques entre la plante et son environnement.[10]
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Organigramme sur les métabolismes secondaires

1.1.2 : Métabolites primaires :
Des métabolites primaires sont synthétisés par la cellule parce qu'elles sont

indispensables pour leur accroissement. Les préposes du service significatifs sont des
acides aminés, des alcools, des vitamines (B2 et B12), des polyols, des acides
organiques, ainsi que des nucléotides (par exemple inosine-5'-monophosphate et

guanosine-5'-monophosphate).[9-10]

1.1.3 : Interrelation entre métabolisme secondaire et métabolisme
primaire :
Les métabolites secondaires des végétaux peuvent étre définis comme des molécules

indirectement essentielles a la vie des plantes, par opposition aux métabolites primaires
(glucides, lipides et protéines) qui alimentent les grandes voies du métabolisme basal.

Ces substances, issues de métabolites primaires interviennent dans la structure des
plantes mais également, elles exercent une action déterminante sur 1’adaptation des

plantes a leur environnement.

Ils participent ainsi, d’une maniere tres efficace, dans la tolérance des végétaux a des
stress variés, par action anti herbivore, inhibition des attaques pathogenes des bactéries
et des champignons, prédation d’insectes, défense contre la sécheresse et lumiére

UV.[9]



1.1.4 : Biosynthese des métabolites secondaires :
Les métabolites secondaires résultent généralement de trois voies de biosyntheése : la

voie de shikimate, la voie de mevalonate et du pyruvate.

1.1.5 : Classification des métabolites secondaires :
les métabolites secondaires classer en trois grands groupes : les composés phénoliques,

les terpénoides et les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une tres grande
diversité de composés qui posseédent une trés large gamme d'activités en biologie
humaine.[ 10-11]

1.2 : Les composés phénoliques :

.2.1: Définition les composés phénoliques:
Les polyphénols ou composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du régne

végétal. Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de substances aux

structures variées qu’il est difficile de définir simplement. [12]

Les composeés phénoliques sont fort répandus dans le régne végétal on les rencontre
dans les racines, les feuilles, les fruits et 1’écorce. La couleur et ’arome, ou
’astringence des plantes dépendent de la concentration et des transformations des
phénols. Ces composés représentent 2 a 3% de la matiere organique des plantes et dans
certains cas jusqu’a 10% et méme d’avantage. Dans la nature, ces composés sont
généralement dans un état li¢ sous forme d’esters ou plus généralement d’hétérosides.

IIs existent également sous forme de polyméres naturels (tanins).[13]

L’origine biosynthétique des composés phénoliques des végétaux est proche, tous
dérivant de la I’acide shikimique (Figure 1). Cette voie shikimate conduit a la formation
des oses aux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) puis par
désamination de ces derniers, aux acides cinnamiques et a leurs trés nombreux dérivés :

acide benzoiques, acétophénones, lignanes et lignines, coumarines [12]
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Figure 1 : Biosynthése des composés phénoliques le plus largement distribués par la

voie de shikimate PAL : phénylalanine ammonia-lyase ; C4H : cinnmate 4-hydroxylase

Les polyphénols forment un tres vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent

étre classifiés selon le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbones (Tableau

1). Ces molécules sont généralement trouves conjuguees aux sucres et les acides

organiques. [12]



Nombres de squelette classification Exemple Structure de base
carbones
7 C6-C1 Acides phénols Acide gallique D COOH ‘
8 C6-C2 acetophénones Gallacetophénone @. &
OCH,
8 C6-C2 Acide phénylacétique Acide COOH
O hydroxyphénylacétique Q_'
9 C6-C3 Acides Acide Ocoumarique COOH
hydroxycinamiques Oj
9 C6-C3 Coumarines Esculitine :i_:r”
i
10 C6-C4 Naphthoquinones Juglone O
.
13 C6-C1-C6 Xanthones Mangiferine :Ip
O
14 C6-C2-C6 Stilbénes Resveratrol c)/\/c
15 C6-C3-C6 Flavonoides Naringénine ;jijﬂ
|

Tableau 1 : Structure des squelettes des polyphénols.

[.2.2 Structure chimique des polyphénols :
Les composes phénoliques regroupent un vaste ensemble de substances chimiques.

L’¢élément fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau

benzénique (aromatique), auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle

(figure n°2), libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside [14]. Ils

peuvent aller de molécules simples, comme les acides phénoliques, a des composés

hautement polymeérisés, de plus de 30000 dalton, comme les tanins [15].
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Groupe OH Acide

Figure n° 02 : squelette de base des polyphénols.

1.2.3 : Localisation des composés phénoliques:
Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles,

fleurs, pollens, fruits, graines et bois). [16] Ils sont présents aussi dans diverses
substances naturelles: dans les fruits rouges, le raisin, etc. [15] Parmi les composés
phénoliques, dont 8000 sont connus : les flavonoides, les quinones phénoliques,
lignanes, les xanthones, les coumarines et d’autres classes existent en nombre

considérable. [14]

I.2.5 Classification des polyphénols:
Une classification de ces substances a été proposée par HARBORNE en 1980. On peut

distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le nombre
d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base. Deux

principales classes sont largement répandues [17] :

1.2.5.1 : Polyphénols monomériques:

A: Acides phénoliques :
Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un

hydroxyle phénolique. Ils sont représentés par deux sous-classes : les dérivés de I’acide

hydroxybenzoique et de I’acide hydroxycinnamique [18] :
A.1: Dérivés de I'acide hydroxybenzoique (C6-C1):

Ces acides sont tres communs aussi bien sous forme libre que sous forme
combinée a I’état d’esters ou hétérosides. [18-19] Cette catégorie est abondante
dans les vegetaux et les aliments, notamment les épices, les fraises, certains fruits

rouges et l'oignon dans lesquels les concentrations peuvent atteindre plusieurs

10



dizaines de milligrammes par kilogramme de fruits frais. [20] Les dérivés de

I’acide hydroxybenzoique les plus répandus sont illustrés dans la figure suivante :

R2 R1
R1=R2 =R3 = R4 = H : acide benzoigue (non phéncligue)
B3 COOH R1=R2=R4 =H, R3 = OH : acide p-hydroxybenzoique
R1=R4 =H, R2=R3= OH : adde protocatéchigue
R1=R4 =H, R2 =0CH3, R3 = 0H : acide vanillique
R4 R1=H, R2 = R3 = R4 = OH : acide gallique

Figure n° 03: Structures chimiques des acides hydroxybenzoiques. [18]
A.2 : Dérivés de I'acide hydroxycinnamique (C6-C3) :
Ces composés ont une distribution tres large. Rarement libres, ils sont souvent estérifiés
[19] et peuvent également étre amidifiés ou combinés avec des sucres (Oacylglucosides,

Oarylglucosides) ou des polyols tels que 1’acide quinique. [18]

R1 =RZ = R3 = R4 = H : aode annamque (non phanolque)
R1 =R3=Ri =H R2 = OH - acxde p-coumanque

R R1=R2 =04, R3 = R4 = H - acide cafeque
R1=0CHy, R2=0 3 = R4 = H : acde ferulique
R1=R3=0CH; R2 = OH_ R4 = H : acde snapique
R1=R2=0H, R3 = H, R4 = acide quinique - acide chiorogénique

Figure n°04 : Structures chimiques des acides hydroxycinnamiques.[21-22]

L'acide caféique est le principal représentant de cette catégorie. Il est présent dans de
nombreux végétaux (graine de café, tomate, olive, pomme), en particulier dans les
fruits. 1l représente 75 a 100% de la teneur totale en acides hydroxycinnamiques de la
majorité des fruits, principalement sous forme d'ester de I'acide quinique (acide
chlorogénique). [20] L'acide chlorogénique est présent en tres forte concentration dans
la pomme (430 mg/kg) [23] et dans le café, une seule tasse peut en contenir de 70 a 350
mg. [20]

B :Flavonoides :

B.1: Définition les flavonoides :
Le terme flavonoides désigne une tres large gamme de composés naturels appartenant a

la famille des polyphénols. [24] Certains sont des pigments quasi-universels des
végétaux. Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes des molécules dont les

plus importants sont les flavones, les flavonols, les flavanols, les flavanones, les
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dihydroflavanols, les isoflavones, lesisoflavanones, les chalcones, les aurones et les
anthocyanes. Ces divers composes se rencontrent a la fois sous forme libre ou sous
forme de glycosides. On les trouve, d’une maniere trés générale, dans toutes les plantes
vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers organe : racine, tiges, bois, feuilles,
fleurs et fruits. [25]

B.2 : Structure des flavonoides :

Structuralement les flavonoides ont un squelette de base commun constitué de 15
atomes de carbone assemblés en trois cycles nommeés A, C et B. Selon la structure du

cycle intermédiaire (cycle C). [26]

Figure n° 05: Structure de flavonoide. [27]

Les flavonoides se répartissent en plusieurs face de molécules ce sont les plus

importants :
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Figure n°06: Quelques structures de base des flavonoides. [28]

B.3 :Propriétés pharmacologiques des flavonoides :
e L’activité la plus remarquable ¢’est qu’ils sont thermodynamiquement capables

de réduire les radicaux libres oxydants comme le superoxyde, le peroxyle,
I“alkoxyle et I’hydroxyle par transfert d’hydrogeéne ou par la chélation des ions
métalliques impliqués dans la production des especes oxygénées réactives.
Autres études aussi ont montré que les flavonoides sont des bons inhibiteurs
d’enzymes responsables de la production des radicaux libres comme la xanthine
oxydase, la cyclooxygénase et la lipooxygénase.

o Des études ont montré que certains flavonoides comme : quercétine, myricétine,
I’apigénine et la chrysine ont des effets anti-inflammatoires par 1’action
inhibitrice des enzymes responsables du métabolisme de 1’acide arachidonique.
e Les flavonoides préviennent le diabéte en inhibant I’aldose réductase.
e Laréduction du risque des maladies cardiovasculaires en entravant

I’athérosclérose.
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e On attribue aux flavonoides d’autres propriétés: veinotonique, anti
tumorale,analgésique, antispasmodique, antibacterienne, hépato-protectrice, etc.
[29]

1.2.5.2 : Polyphénols sous forme de polymeéres :

A : Tanins
Les tannins sont des composés phénoliques solubles dans I’eau ,

résultant de la polymérisation de molécules élémentaires possédant des fonctions

phénols

telles que la catéchine et I’épicatéchine. I1s sont caractérisés par leur capacité a interagir

avec
les protéines. On distingue plusieurs familles qui different par la nature des molécules
élémentaires [30].

les tanins sont des substances naturelles polyphenoliques, hydrosolubles, de masse
moléculaire comprise entre 500 et 3000, a saveur astringente, ayant en commun la

propriété de tanner la peau.

A.1: Tanins hydrolysables :
Ils sont constitués par une molécule de sucre (le glucose le plus souvent) estérifiée par

I’acide gallique ou un de ses dérivés (acide ellagique, chébulique ou valonique). Ils sont

facilement hydrolysables par voie chimique ou enzymatique. [31]

Figure n°07: Exemple des tanins hydrolysables.
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A.2 :Tanins condensés:
Ce sont des produits de la polymérisation de flavan-3-ols (catéchines) et flavan-3,4diols

(leucoanthocyanidines). Ils sont aussi désignés aussi sous le nom de « tanins

catéchiques » et ne sont hydrolysables que dans des conditions fortement acides. [31]

Figure n°08: Exemple des tanins condensés. [31]
B : Lignines:

C'est I'un des polymeéres biosources les plus abondants sur Terre, elle constitue de 15 a
40% de la matiere seche des arbres et de 5 a 20% des tiges des plantes annuelles. C’est
également le polymeére aromatique naturel le plus abondant. [32] Subissant les
contraintes de la gravite, la lignine est apparu afin notamment de rigidifier les parois
cellulaires. [33] Le role des lignines dans 1’évolution des végétaux, ils forment une
barriere mécanique, de godt désagréable, et réduisant la digestibilité des sucres de la
paroi, les lignines participent a la résistance des plantes aux microorganismes et

herbivores, la lignification est une réponse courante a I’infection ou la blessure. [34]
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Figure n° 9 : Structures chimiques de lignine. [35]

1.2.5.3 : Coumarines, Stilbénes (les plus rares)

A :Définition les coumarines:
Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de féve tonka

(Dipterix ordorota Wild., Fabaceae), dont les féves contiennent 1 a 3% de coumarine,
d’ou fut isolée en 1982. Le squelette de base des coumarines est constitué de deux
cycles accolés avec neuf atomes de carbone. [36] Les coumarines constituent une classe
importante de produits naturels, elles donnent une odeur caractéristique semblable a
celle du foin fraichement fauché. A I’exception des algues, ces composés sont les
constituants caracteristiques du régne végétal chlorophyllien. Les familles les plus
riches en coumarines sont : Légumineuse, Rutacées, Apiécées et Thymeleacées. Elles se
trouvent dans toutes les parties de la plante et notamment dans les fruits et les huiles

essentielles des graines. [37-38]

A.1 :Structure des coumarines:
Le squelette de la base des coumarines est constitué de deux cycles accolés de types (C6

—C3) avec neuf atomes de carbones. [39]
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Figure n° 10 : structure chimique coumarine

B : Stilbenes C6-C2-C6:
Les stilbenes (figure n°12) sont des composés phénoliques contenant au minimum deux

noyaux aromatiques reliés par une double liaison, Le resvératrol et le ptérostilbéne font
partie de la famille des stilbénes et sont des composes synthétisés par la plante suite a
un stress, Ces molécules peuvent s’oxyder sous 1’action d’enzymes oxydase et les

peroxydases. [40]

Figure n°11 : Structure chimique de stilbéne.

1.2.6: Intéréts thérapeutiques des polyphénols :
La principale caractéristique des polyphénols est qu’ils sont des agents antioxydants trés

puissants. [41-42]

En effet, ils sont capables de piéger les radicaux libres et d'activer les autres
antioxydants présents dans le corps. Ce principe a été utilisé dans la fabrication de

plusieurs médicaments, comme le Daflon produit a base de diosmine.

Cette méme activité antioxydante permet aux polyphénols de réguler les radicaux
bonmauvais (qui peuvent étre les deux), comme l'oxyde nitrique qui favorise une bonne
circulation sanguine, coordonne I'activité du systeme immunitaire avec celle du cerveau

et module la communication entre les cellules de ce dernier. [43]

En raison de ces vertus, les composés phénoliques sont largement utilisés dans les
domaines thérapeutiques et pharmaceutiques. Parmi les nombreux intéréts qu’offrent les

polyphénols a la santé, nous pouvons citer les suivants :
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1.2.6.1 : Activité anticancéreuse:
Les substances polyphénoliques sont capables d’activer les mécanismes naturels de la

défense anticancéreuse. En effet, les premiers stades de la phase d’initiation cancéreuse
peuvent étre bloqués par la capacité des tissus cibles a intercepter et a métaboliser les
agents mutagenes. Des cellules impliquées, comme les hépatocytes, synthétisent des
enzymes dites de phase | (notamment des monooxygénases, telle que les cytochromes

P-450) qui peuvent oxyder les substances mutagenes hydrophobes en produits
constituant le substrat des enzymes de phase Il (glucoronyl transférases,
sulfotransférases...). Ces dernicres convertissent leurs substrats en espéces
hydrolysables facilement excrétées hors des cellules. Les enzymes de phase | et 1

agissent également dans la muqueuse intestinale. Elles sont synthétisées sous I’action
des substances polyphénoliques trouvées dans les 1égumes, et aussi sous 1’action des

isothiocyanates (dérivés des glucosinolates). [44]

[.2.6.2 : Prévention contre les maladies cardiovasculaires :
Consommation des polyphénols favorise la protection contre les altérations cardiaques

et vasculaire. [45]

Au niveau des arteres, ces molécules préviennent 1’oxydation des lipoprotéines de faible
densité¢ évitant ainsi 1’athérosclérose (épaississement des artéres qui contribue a réduire

le flux sanguins et peut conduire a I’asphyxie des tissus irrigués). [46]

Les polyphénols inhibent aussi ’agrégation plaquettaire impliquée dans le phénoméne
de thrombose, qui induit I’occlusion des artéres. Ainsi en prévenant I’arthérosclérose et

les risques de thrombose, ces composés limitent les risques d’infarctus du myocarde.
[47]

[.2.6.3 : Prévention contre les maladies hormono-dépendantes :
L’exemple le plus important est la prévention contre 1’ostéoporose. Ceci en modulant la
réponse aux oestrogenes endogénes. Certains polyphénols et plus particuliérement les
isoflavones du soja ont une affinité remarquable pour les récepteurs d’oestrogenes et

sont qualifiés pour cela de phytooestrogénes.

Les fruits et Iégumes contenant aussi des polyphénols, tels que la quercétine de 1I’oignon

ou le kaempferol de la chicorée, possedent également des propriétés pseudo-
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oestérogéniques inhibant la perte osseuse chez la rate ovariectomisée. Mais, de

nouvelles études restent nécessaires pour confirmer ces effets chez ’homme. [48]

Aussi, les effets bénéfiques des polyphénols (lignanes en particulier) dans la prévention
de cancers hormono-dépendants ont été largement documentés ces derniéres années par
des études épidémiologiques identifiant une relation entre la présence de lignanes dans

la ration alimentaire et le taux d’incidence de certains cancers. [49]

.2.6.4 : Action gastro-protectrice des polyphénols:
Les polyphénols, dont principalement les flavonoides et les acides phénoliques comme

I’acide cafféique, I’acide gallique et I’acide égallique ; sont capables de réduire la
surface des Iésions gastriques produites par 1’andométhacine chez les rates.
L’acutissimine B et phillyracoidine A isolées et purifiées a partir de de Quercus suber et
Quercus coccifera ont aussi confirmé 1’action gastroprotectrice attribuée aux
polyphénols. De méme, ces derniers montrent une activité antibactérienne tres
importante contre Helicobacter pylori, responsable de l'ulcére de I'estomac et du

duodénum. [50-51]

1.2.7: Les terpénoides :

.2.7.1 : Définition:
Les terpenes sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit a chaine

ouverte : leurs formule brute est (C5Hx)n dont le x est variable en fonction du degré
d’insaturation de la molécule et n peut prendre des valeurs (1-8)sauf dans les
polytérpénes qui peut atteindre plus de 100 (le caoutchouc). Le molécule de base est
I’isopréne de formule C5HS figure n°13 le terme terpénoides désigne un ensemble de
substance présentantle squelette des terpenes avec une ou plusieurs fonctions chimiques

(alcool, aldehyde, cétone, acide, lactone, etc)

CH3

C CH2

I
/N
H2C CH

Figure n° 12: la molécule d’isopréne

1.2.7.2: classification des terpénoides :
Dans le régne végétal, les tertrpénoides sont classés dans la catégorie des métabolites
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secondaires (avec les flavonoides et les alcaloides). Leur classification est basée sur le

nombre
de répétitions de 1’unité de base isopreéne : hémiterpenes (C5), monoterpénes (C10),

sesquiterpénes (C15), diterpenes (C20), sesterpenes (C25), triterpenes (C30),
tetraterpénes

(C40) et polyterpénes (schéma 1).

Les molécnles précursenrs
Dximéthylallyl-P-P (DMAPF) i
+ péranyl P-P(C,) ..Il"v'ln:rrlnu-.rpfrrnrs 10
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rn
Pri

- —— - . dimérisation
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Figure n°13: La voie métabolique globale de la synthese de différentes classes de

terpenes

1.2.7.2.1 :Hémiterpeénes :
Dans la nature, il existe peu de composés naturels ayant une formule de C5 ramifiée;

parmi certains composés naturels trouvés chez les plantes qui peuvent étre considérés

comme
hémyterpéne, seul I’isopréne a toutes les caractéristiques biogénétiques des terpenes.

.2.7.2.2: Monoterpenes :
Plus de 900 monoterpenes connus se trouvent principalement dans 3 catégories

structurelles : les monoterpénes linéaires (acyclique), les monoterpénes avec un cycle

unique
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(monocycliques) et ceux avec deux cycles (bicycliques) .I1s résultent d’une fusion
typique téte-a-queue des unités d’isopréne.

A :Les monoterpeénes acycliques :
Le géranyl pyrophosphate (GPP), le premier compose issu du mévalonate est le

précurseur de cette catégorie de monoterpénes. Dans ce groupe, le géraniol est le plus

répandu
dans le regne végétal.

B : Les monoterpenes monocycliques :
Ces composés sont formés a partir du néryl pyrophosphate (NPP) ou du géranyl

pyrophosphate (GPP) .Les composés aromatiques sont les plus importants dans cette
catégorie, comme le p-cymene et ses dérivés hydroxyles qui se trouvent associés avec le

y-terpinéne . On distingue 4 groupes dans cette catégorie:

1- Les hydrocarbones en C10H16 contenant deux doubles liaisons: D-limonene et les

phellandrenes sont les représentants les plus connus de cette famille.

2- Les hydrocarbones en C10H18 contenant une double liaison: les terpinéols sont les
plus fréquents dans cette famille 3- Les hydrocarbones en C10H20: les menthanes
(hydrocarbures saturés) n’existent pas a 1’état naturel, mais on trouve leurs dérivés

alcool et cétone correspondants: le menthol et la menthone. 4- Les hydrocarbones en
C10H20 contenant un oxyde: dans cette famille, le cinéole ou I’eucalyptol sont tres

abondants.
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Figure n°14: Certaines molécules représentatives des monoterpenes acycliques et

monocycliques

C: Les monoterpeénes bicycliques :
Ces composés se trouvent dans un grand nombre d’huiles essentielles, surtout celles

issus des coniféres. La plupart de ces monoterpénes font partie des familles pinane,
bornane ou thujane tandis que les familles fenchane et carane sont moins représentées.
Les monoterpénes majeurs issus du pinane sont I’a-pinéne et le f-pinéne qui sont
largement distribués dans les plantes . Le bornéol, I’isobornéol et le camphre sont les
terpénes les plus importants dans la famille bornane. Les terpénes les plus communs de
thujane sont les cétones thujone et isothojone, les alcools et les hydrocarbones associés.

Lefenchone (cétone) et les alcools (a-fenchol et B-fenchol ) sont des constituants
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majeurs de la famille fenchane. Enfin, le car-3-ene est le seul monoterpéne commun de

la famille carane.

[.2.7.2.3: Sesquiterpenes :
Il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpénes puisqu’elle contient plus de 3000

molécules dont les plus caractéristiques sont présentées a la figure 15. Les
sesquiterpénes se divisent en plusieurs catégories structurelles, acyclique,
monocyclique, bicycligue, tricyclique, polycyclique.
A : Les sesquiterpénes acycliques :
Ils sont susceptibles d’étre dérivés de trans, trans-farnésyl pyrophosphate (FPP) qui
constitue I’analogue de la génération des monoterpénes acycliques a partir de GPP. B :

B :Les sesquiterpénes monocyclique :

Les sesquiterpénes monocycliques sont divisés principalement en 4 familles: Bisabolan,
Germacran, Eleman et Humulan (figure 16). Le zingibéréne est un exemple de la
famille du Bisabolan, que 1’on retrouve par exemple dans 1'essence de Gingembre. Le
periplanone dérivé du germacrane est une phéromone sexuelle chez la blatte.

C: Les sesquiterpénes polycycliques :

Parmi les sesquiterpénes polycycliques, le caryophylléne est le plus important, que I’on

retrouve principalement dans le poivre et certaines épices.
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.2.7.2.4: Diterpenes :
Les diterpénes sont des substances avec 20 atomes de carbone (C20) élaborées a partir

de 4 unités d’isopréne ; ils se forment a partir de leur précurseur, le géranylgéranyl-
pyrophosphate (GGPP). Ces composés sont principalement présents dans les plantes
supérieures dans les résines ou les gibbeérellines, ainsi que dans les champignons. Il
existe environ 2700 diterpénes dans la nature dont la majorité est sous forme cyclique.
Parmi les diterpenes linéaires, on rencontre la famille Phytane (figure 17) dont le phytol
est le représentant le plus connu dans la chlorophylle ou dans les vitamines K et E. Les
diterpénes cycliques sont des dérivés de cyclophytane (figure 18). Le rétinol et le

rétinal, deux formes de la vitamine A sont les plus connus dans cette famille.

Figure 16: La structure de Phytane

Figure 17: La structure de Cyclophytane

1.2.7.2.5 : Sesterpenes :
Les sesterpénes sont des composés en C25, construits a partir de 5 unités d’isopréne.

L’acide mévalonique (MVA) semble étre le précurseur de cette classe. Ils ont été isolés
des plantes, des champignons, des insectes, et des éponges. Il 'y a plus de 150
sesterpenes bien connus, parmi lesquels une trentaine a une structure de furfurane,

dérivé du 3,7,11,15,19Pentamethyleicosane (figure 19).

Figure 18: 3,7,11,15,19-Pentamethyleicosane

Les sesterterpenes sont plutot rares dans la nature ; ils se trouvent soit sous forme

linéaire soit cyclique, avec un, deux, trois ou quatre cycles.
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.2.7.2.6: Triterpenes :
Les triterpenes en C30 sont produits a partir de deux molécules de farnésyl-

pyrophosphate (FPP) par une fusion de téte-a téte. 1l y a plus de 1700 triterpénes dans la
nature dont la majorité est sous forme tétracyclique ou pentacyclique, la forme
acyclique étant trés rare. Parmi les triterpenes acycliques, le squaléne (figure 20) est le
précurseur des autres triterpénes, et aussi des stéroides végétaux. La plupart de
triterpenes sont des alcools, sous forme libre ou glycoside (les saponines) ou ester . Les
triterpénes libres sont des composants principaux des résines ou du latex des végétaux.

La vitamine D2 est un produit deriveé de triterpene.

Figure 19: Structure moléculaire de squaléne

1.2.7.2.6: Tetraterpenes :
Les caroténoides sont des tetraterpénes, les plus typiques étant les apocaroténoides, les

diapocaroténoides, les mégastigmanes.

.2.7.2.7: Polyterpeénes :
En général, les polyterpénes ou polyisoprénes se composent de plus de 8 unites

d’isopréne. Ces terpénes se trouvent souvent sous deux formes isomeriques cis- et trans.

Le cis-polyisoprene se trouve dans le caoutchouc indien, alors que le polyisopréne-trans

est la partie principale de gutta-percha. En plus Chicle représente un mélange de 1:2 de
deux isomeéres cis- et trans-. Les prenylchoinones sont des polyterpenes comptant
jusqu'a 10 unités d’isoprene, parmi eux, on rencontre les vitamines K1 et K2 et la

vitamine E.[53]

[.2.7.3: L’analyse des terpénes :
En général, I’analyse de composés volatils est composée de deux phases: une phase

d’échantillonnage (préparation et purification de I’échantillon) et une phase d’analyse

chromatographique.[53]

1.2.7.3 : Les alcaloides :

[.2.7.3.1 : Définition Les alcaloides :
En général, ces composés possédent au moins un atome d’azote hétérocylique.

Actuellement, la structure chimique d’environ 16 000 alcaloides est connue. Environ 20

% des especes de plantes produisent des alcaloides. Ils ont une nature basique,

26



présentant généralement de puissants effets physiologiques. Ce sont pour la plupart des
poisons végetaux tres actifs, dotés d'une action spécifique. La médecine les emploie le
plus souvent a I'état pur et leur véritable valeur ne s'affirme qu'entre les mains du
médecin car ils entrent dans la composition de nombreux médicaments comme principe
actif. Les plantes les utilisent pour la plupart d’entre eux dans leur systéme de défense

contre les herbivores et les pathogénes car ces composés sont toxiques.[54]

.2.7.3.2 : Fonctions et propriétés :
Les alcaloides sont des molécules tres intéressantes au point de vue biologique car

certaines sont le principe actif de plusieurs extraits de plantes anciennement utilisés
comme médicaments, comme poisons ou encore comme psychotropes. [55] Insolubles
ou fort peu solubles dans I'eau; ils sont solubles dans I'alcool plus & chaud qu'a froid,

I'éther, les acides et dans I'ammoniaque. [56]

.2.7.3.3 : Structure chimique et classification :
Selon leur composition chimique et surtout leur structure moléculaire, les alcaloides

peuvent étre divisés en plusieurs groupes :

[.2.7.3.3.1: Hétérocycliques (a azote intra cyclique) :
A-1: A un seul atome d’azote :

7 N\ . [')\vfu)\

N \ N
H H CHs
Pyrrole Pyrrolidine Ex: Hygrine

e 'I:‘,.- 'FI
H H
Pipéridine Pyridine

A-2 : A deux atomes d’azote :
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.2.7.3.3.2: Non hétérocycliques (a azote intra cyclique) :
A-1: Les amines alcaloidiques (proto-alcaloides) :

CH0
-~
CHO™ ?
OCHy

Mescaline

A-2 : Les dérives du noyau tropolone :

CH;0
Colchicine

.2.7.3.4 : Origine biogénétique :




Acide aminé (précurseur) Type d'alcaloide

Acide nicotinique Pyridine

Omithine Pyrolizidine tropane

Lvsine Quinolizidine

Acide anthranilique Quinoléine, quinazoline,benzoxazine
Histidine Imidazole

Phénylalanine-Tyrosine Isoquinoléine

Tryvptophane Indole

Tableau n°2 :classification des alcaloides

[.2.7.3.5 : Propriétés physicochimiques :
- Propriétés physiques :

Deux types : Oxygénés et Non oxygeénees.
- Propriétés chimiques :
A-Solubilité: basique, donnent des sels avec les acides.

B-Précipitation: Métaux lourds, certains acides (acide picrique...), les tanins et les
protéines. [58]
.2.7.3.6 : Propriétés physicochimiques et pharmacologiques:
Si dans les plantes, les alcaloides en tant que composés du métabolisme secondaire
jouent un role écologique de défense contre des herbivores, chez ’homme ils trouvent

cependant plusieurs applications pharmaceutiques. [57-58]:

e Les alcaloides présentenent fréquemment de propriétés pharmacologiques
marquées et ont de nombreuse subtilisations en thérapeutique, notamment au
niveau de systéme nerveux central, du systeme nerveux autonome et du systeme
cardiovasculaire. [56]
e On notera aussi l'existence d'anti-tumoraux, d'anti-parasitaires, de curarisants,
les alcaloides sont utilisées comme anti-cancer, sédatifs et pour leur effet sur les

troubles nerveux (maladie de Parkinson). [60]

Ces nombreuses activités conduisent a une utilisation importante des drogues a

alcaloides, soit sous forme de préparation galéniques, soit le plus souvent, pour
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I'extraction des alcaloides qu'elles renferment, ces alcaloides étant utilisés eux mémes

ou servant de matiere premiére d'hémi-synthese. [59]
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Chapitre 11 :

Présentation

botanique



I1.1.Présentation de la plante :
Ridolfia segetum c’est une plante annuelle de 40-80 cm, glabre, glaucescente, a racine

gréle, pivotante. Tige gréle, finement striée, a rameaux ascendants. Fleurs jaunes, en
ombelles a 10-40 rayons gréles, presque égaux (figure n°21), on peut le trouver sous les
noms communs dans d'autres pays saat- ridolfie; ridolfia des moissons ; aneto
puzzolente ; andragem ; false fennel.C'est une plante endémique dans la région
méditerranéenne de I'Europe, de I'Asie, de I’ Afrique et encore cette plante se trouve a

travers toute 1’ Algérie. [62]

i M

Figure 20:1a plante de Ridolfia segetum [63]

Ses fruits gris brun, petits de longueur inférieure a 1 mm, sont des diakenes cotelés de
forme ovoide. Ses graines petites, ovales, striées, courbes et gris vert ressemblent aux

graines du carvi et du cumin.
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Figure n° 22 : Structure des graines de Ridolfia segetum

I1.2. Répartition géographique :
La plante Ridolfia Segetum est une plante spontanée qui pousse en région

méditerranéenne dans les champs et les lieux vagues.[65]
11.3 : Présentation de la région d’étude :

Commune de Boukais La plante Ridolfia segetum étudiée provient de la région de
Boukais (oasis vers les frontieres marocaines) a 50 km Nord Ouest de la ville de Bechar
(Figure 24). Elle a été achetée chez un Herboriste a Bechar.




Figure n°23: Localisation de la région d’étude.

I1.4 : Classification et systématique :
Sa classification dans la systématique est donnée dans le tableau 11.1.[66]

Tableau I1.1: Classification et systématique de Ridolfia segetum

Embranchement Spermaphyte (phanérogame)
Sous embranchement Angiosperme
Classe Dicotylédone
Sous classe Dialypétale (a pétales séparés)
Ordre Apiale (ombellale)
Famille Apiacée (Ombellifere)
Genre Ridolfia
Espece Segetum

Tableau n°3 : description de la plante

IL.5 : Synonymes végétaux :
La plante Ridolfia Segetum posséde plusieurs noms qui sont : « persil de mais », «

fenouil faux », Ridolfie des moissons, Aneth des moissons ou « carvi faux », false
karwia, false Fennel, Moutar, Beubsa. Son nom populaire est Karwiya el amya ou

aoura
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I1.6 : Utilisation des grains de ridolfia segetum :

Les graines et les feuilles contiennent une huile essentielle et la plante a une forte odeur.
Il est utilis¢ comme herbe dans I’industrie des cornichons. La plante peut étre

consommeée crue ou cuite.

Ridolfia segetum est également utilisé a des fins médicinales. Il est utilisé en
méditerranée comme médicament pour régulier les menstruations des femmes et pour
augmenter le débit de lait chez les méres qui allaitent. Les utilisations médicinales
supplémentaires consistent a prévenir la constipation, la toux les gaz, les infections des

voies respiratoires et les poux. [67]
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Chapitre 111 : Matérielle et
Methode

I11. 1. Matériel :
Au cours de nos travaux, nous avons utilisé de nombreuses méthodes dont les plus
importantes sont :
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II1.1.1 . Matériel de laboratoire :

Entonnoir séparateur Becher Entonnoir

%

e

Eprouvette graduée

Papier filtre

Mortier et pilor

T~

Pissette
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Bruleur a gaze Microscope Four de chauffage Micrometre

Nous avons fait ce travail dans le laboratoire, a I'Université de Ghardaia, la date de
début est février 2021

Tableau n°4 :les matériaux de laboratoire

I11.1.2. 1a plante :
Les grains de la plante Ridolfia segetum a été achetée durant le mois Janvier 2021 a la

ville de Bechar Nord Ouest Algérie. Le sechage de cette plante a été effectué dans un
endroit
sec et a I’abri des rayons solaires presque de 48 heures, puis le broyage, la conservation
de la
plante séchée dans une bouteille de verre.

Figure n°24: Graines seches de Ridolfia segetum .

jE)




II11.2 .Méthode :

I11.2.1 .préparation de I'extrait brut:

Peser 10 g de matériel végétal et placer dans un bécher de 500 ml avec 80 ml d'éthanol
et 20ml d'eau distillée,

laisser perméabiliser la piéce pendant plusieurs heures, puis filtrer I'extrait.

_.—,-.:_______M

Figure n°25 : L'extrait aqueux.

I11.2.1.1 . Les test phytochimiques :
Le matériel végétal pulvérisé a été épuise par le traitement au solvant suivant et soumis

a un criblage phytochimique qualitatif pour la détermination de divers constituants
chimiques en utilisant la méthode de Trease et Evans, Harbone et Sofowora.
Les tests phytochimiques sont basés sur une réaction de coloration du précipité pour

détecter la présence ou l'absence de composes appartenant a la famille chimique.

111.2.2 .Composés phénoliques :

I11.2.2.1. Les pholobatannins :
Environ 2 ml d'extrait aqueux ont été ajoutés a 2 ml de HCI concentre et le mélange a

été ajouté.
Le dépdt d'un précipité rouge a été considéré comme une preuve de la présence de

phlobatannine.

I11.2.2.2.LesTanins :
- La préparation solution de chlorure de fer FeClI3 : 5% Signifie 5 g de FeCI3 fondre

dans 100 ml d'eau distillée.
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- On mettre 2 ml de I'extrait aqueux avec 2 ml eau distillée chaude et ajoute 2 a 3

gouttes
de solution FeClI3 (5%). En présence de tanins, avec les sels ferrique (FeCl3): tanins

galliques donnent un précipité bleu noir et tanins cathéchique un précipité brun verdatre.

[11.2.3. Stéroides et Terpénoides :

[11.2.3.1.Les saponines :
- Dans un bécher, on ajoute 5ml d'extrait puis on ajoute 5ml d'eau H20 et le mélange est

bouilli.

Le résultat est négatif et la couleur est la méme.

I11.2.3. L’extraction des principes actifs :
Les principes de fonctionnement d'une installation sont les agents chimiques d'une

opération.
La présence de ces composants souvent en quantités extrémes dans I'arbre entraine une
ségrégation souvent tres subtile.

Les décoctions, infusions et séparations sont les méthodes de séparation les plus
largement utilisées pour I'extraction totale des principes, puis la séparation séquentielle
pour obtenir une matiere active pure.

Dans notre étude, nous avons utilisé la méthode d'extraction
L'extraction a été réalisée en laissant la plante dans différents solvants de polarité
différente pendant plusieurs heures.

Pour extraire certains ingrédients actifs de la plante deRidolfia segetum.

I11.2.3.1. Préparation des extraits :

[11.2.3.1.1. Préparation de l'extrait brut :
- Dans un bécher de 1 litre, on ajoute (eau /éthanol) (300 ml /700 ml) (V/V).

- on divise la solution en trois parties (400 ml / 400 ml / 200 ml) (V/VIV).
-Nous mettons 100 g de plante Ridolfiasegetum dans un bicher.
- ajoutez le premier volume de la solution et laissez pendant 24-48 heuresa température
ambiante, puis nous filtrons,Cette opération est répétée trois fois avec renouvellement

du solvant.
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-Nous collectons I'extrait actif de la plante Ridolfia segetum de 800 ml et le mettons
dans un ballon de Rotavape , et ajoutons 60 ml d'eau chaude progressivement a une
température de 60 degrés afin de séparer I'éthanol de I'extrait de plante,

- (1kg de matiére ------ 400-500 ml eau distillee)

- nous maintenons l'extrait a la température d’ambiante.

” < o\ R

Figure n°26: Montage de filtration.

Figure n°27: Rota vape (Heidolph) .
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[Macération Dans un mélange EP/H20 (7/3,V/V)
- Répétée 3 fois (24-48)
- filration

- évaporation de 1"extrait aqueux

Traitement avec de I"eau distillée igde 60ml (24h)

Organigramme de I’extraction de principe actif de Ridolfia segetum

[11.2.3.1.2.. Préparation des extraits spécifiques :
Phase aqueuse obtenue avant sousit une série d'extraction liquide-liquide utilisant des

solvants non miscibles a I'eau et de augmenter en commencement par I'éther de pétrole

qui extrait produits un peu polaires, dichlorométhane qui extrait les ‘éthyle qui extrait

les produits polaires en dernier le n-butanol qui entraine les composés trés polaires le
reste I'extrait de I'eau.

Enfin concentré a sec par évaporation dans un four rotatif Heidolph et pesée.
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Figure n°29: Extraction (quuide-liquid) utilise.

- Le processus d’extraction est résumé par 1’organigramme suivant:

L'extrait aqueux dilué




-Extraction par du éther de pétrole 80ml(x3)

Décantation

Phase Phase
organique agueuse
-Evaporation a t = 35° -Extraction par du CH,Cl ,80ml (x30)
- Filtration ¥- Décantation

Extrait éther de

Phase Phase

pétrole

organique aqueuse

- Evapordtion a t=37°c -Extractioh par de 1’acétyle 100ml

-Décantation

Phase aqueux

€
-extraction par dejle n butanol 80ml(x30)

Filtration - Décantation

Extrait ’acétate
d’éthyle

Phase Phase
organique aqueux

Extrait n-butanol




organigramme de I’extraction des extraits spécifiques de Ridolfia

segetum.

Calcul du rendement:
Le rendement désigne le rapport entre la masse de I’extrait apres évaporation du solvant

et la masse initiale seche de la plante. Exprimé en pourcentage, le rendement des

extraits a été calculé par la formule suivante:

Rendement (%) = (Mext -Mvid / Mint) x 100

Mext : Masse en gramme du ballon apres évaporation.
Mvid : Masse en gramme du ballon avant évaporation (ballon vide).

Mint : Masse en gramme de la plante séche initiale.
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Partie [’analyse

microbienne



L. INTRODUCTION

Les extraits végétaux representent un intérét croissant dans leurs utilisations possibles pour

traiter certaines maladies infectieuses comme agents antibactériens.

Dans ce contexte, nous nous intéressons donc a :

< Evaluation de l'activité antibactérienne, in vitro, des particules essentielles de

Ridolfia segetum isolé par distillation

++ Détermination de la concentration minimale en principe actifs de Ridolfia

capable d'inhiber la souche étudiée.

¢+ Etude de stabilité des principesactifs

II. MATERIEL ET METHODE

II1.1. Matériel :
Pour la démonstration de la bioactivité, trois (3) bactéries et un (1) champignon ont été

testeés sur les graines de Ridolfia segetum.

[1.1.1. Provenance des souches bactériennes :
Les souches microbiennes utilisées proviennent de 1I’hopital de Ghardaia

Souches testées :

» Escherichia
» Pseudomonas
» Staphylococcus
» Candida albicans

I1.1.2. Principales caractéristiques des souches testées :
11.1.2.1. Souches bactériennes

% Escherichia coli
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Figure n° 30 : Aspect microscopique d'Escherichia coli
C'est un bacille @ Gram Négatif appartenant a la des Enterobacteriaceae.
C'est une bactérie a mobilité péritriche, se développant en et sur gélose ordinaire.
C'est unhote commun de la microflore commensale intestinale I'nomme.
C'est le germe le plus fréquemment responsable d'infections urinaires.

Cette bactérie est aussi a I'origine de septicémies, de chez le nourrisson ainsi que d'expressions

intestinales telles que les diarrhées.
Elle est également responsable d'infections communautaires et nosocomiales.

4+ Aspect microscopigque Pseudomonas

pwgthZOO?MKunkjl Mlc o'py Inc.

4+ Figure n°31 : Aspect microscopique Pseudomonas

C'est un bacille mobile & Gram Négatif, aérobie strict.

Il est connu sous le nom de bacille pyocyanique, que I'une de ses caractéristiques principales est la

production de pigment bleu.
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Par ailleurs, cette bactérie peut vivre en commensale au tube digestif de I'nomme et de divers

animaux.

Elle est responsable de redoutables infections hospitalieres ou nosocomiales chez les malades

affaiblis aux défenses diminuées ou ayant affection sévere .

+ Staphylococcus

alamy stock photo

Figure n°32 : Aspect microscopique Staphylococcus

C’est un coccus a Gram positif immobile,appartenant a la famille des Micrococcaceae.ll est
disposé en amas, a la fagon d’unegrappe de raisin. C’est un germe ubiquitairetrés répandu dans la
nature, le sol, I’air etl’eau. II se retrouve chez 30 a 40% desindividus sain au niveau de leurs
fossesnasales et de la gorge. Il est pathogéne etresponsable d'infections cutanées,ostéomyelites,

septicémies etpneumopathies.

I1.1.2.2. Souches fongiques
+ Candida albicans
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Figure n° 33 : Aspects microscopiques de Candida albicans
Il s'agit de I'espéce la plus courante dans la pathologie humaine de Candida.
On le trouve dans 83% de la population.

Cette levure saprophyte est responsable d'infections superficielles qui ne surviennent

pas chez les personnes immunodéprimées.

Il provoque alors des infections a candida principalement dans les muqueuses buccales,

gastro-intestinales et gynécologiques.

I1.1.3. Matériel chimique :
extrait a été isolée méthodiquement a partir des graines de la plante Ridolfia segetum de

la Wilaya de Bechar.
11.1.4. Milieux de culture
Plusieurs milieux ont été choisis pour les cultures bactériennes :

v" Gélose nutritive

v Gélose de Mueller-Hinton
Pour les cultures fongiques nous avons choisi :
v PDA pour le champignon levuriforme

11.1.4.1.Milieux pour les cultures bactériennes :

Gélose nutritive (G.N) :
4 Bouillon nutritif...................coociiii 1L
AGaAr-agar. ...\ e 20g
Ajuster le pH & ..o 7
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Gélose de Mueller Hinton (M.H) :

4+ Bouillon de Mueller-Hinton ..................ccocviveinnnnnn.. 1L
e AQAI-AZAT.. ... 20g
£ Ajuster le pH & ..o 7,4

I1.1.4.2.Milieux pour les cultures fongiques :

Milieu PDA (Pomme de terre Dextrose Agar) :

4 Extrait de pOmme t€ teITe. .. ... ... ovuieiriiriiii e, 1000mL
B GIUCOSE. ..o, 20g
e AGAI-AGAT. . ... e 20g

e AJUSter le PH A, ..o 5,6 O

11.2. Méthodes :

I1.2.1. Préparation des échantillons d’EX
Les solutions d'huiles essentielles sont formulées a 96% et testées a des concentrations

de 50, 100 et avec de I'huile pure.

I1.2.2.Préparation des précultures
La sensibilité des bactéries et des entités essentielles est étudiée soit par technique de

culture sur milieu, soit par technique de diffusion solide.
Pour notre part, nous utilisons la méthode du milieu de coulée sur boite de Pétri
III. TEST ANTIBACTERIEN
4+ Préparation de I’inoculum

Les souches bactériennes conservées ont été inoculées dans des boites de Pétri

contenant 20 ml d'agar nutritif et incubées pendant un jour.

Apres la croissance, les souches ont été semées dans des essais sur bouillon nutritif puis

incubées pendant un jour.
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A partir du processus de pré-culture de 24 h sur gélose nutritive, 2 & 3 bonnes colonies
sont isolées a la main en les émulsifiant dans un tube contenant 10mL de bouillon

nutritif.
Aprés 24 heures d'incubation a 37 ° C, il est testé avec un standard appelé Mac Farlan.

Cette turbidité est réduite en ajoutant plus de bouillon stérile, ou considérablement

augmentée en augmentant le temps
Ensemencement des boite

20 ml d'agar Mueller-Hinton surfondu ont été versés dans une boite de Pétri de 90 mm

de diamétre.

+ Ensemencement des boites
20 ml de gélose Mueller-Hinton surfondue versés a partir d'une boite de Pétri de 90 mm

de diamétre.

Les plaques ont été placées dans le four a 37 ° C pendant plusieurs minutes pour

éliminer I'numidité.

1 ml de I'inoculum bactérien a été déposé stérile et étalé sur la surface du milieu a l'aide
d'un étaleur.
L'exces de liquide a été éliminé avec une pipette stérile
+ Dépots des disques

En utilisant des pinces stériles, quatre plagues ont été placées sur chaque boite a

examiner, puis incubées a 37 ° pendant 24 h, puis une pendant 15 min.
1: Le premier est injecté par EX éther de pétrole
2: Le second est injecté par EX dichlorométhane
3: Le troisieme est injecté par EX 1’acétate d’éthyle

4: La quatrieme est injecté par EX n-butanol
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Les boites de Pétri ont été laissées a température ambiante pendant un quart d'heure

pour les incuber a 37 ° C, de sorte que le contenu de la boite diffuse dans le milieu.
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IV. TEST ANTIFONGIQUE ( TEST SUR LEVURE)

+ Préparation de I’inoculum
Le milieu de culture est ensemencé sur le milieu PDA. Apres une incubation de trois
(3) jours a une température de 25°C, prélever 2 a 3 colonies bien isolées avec une anse
et les émulsionner dans un tube contenant 10mL de bouillon nutritif.

Apres 1 jour d’incubation a 25°C, on vérifie la turbidité avec un étalon Mac farland.
Cette turbidité peut étre diminuée en ajoutant plus de bouillon nutritif stérile, ou bien
Augmentée par I’augmentation de la durée d’incubation.

+ Ensemencement des boites
20mL du milieu PDA en surfusion sont coulés dans des boites de Pétri de 90mm de
diametre. Les boites sont introduites dans 1I’étuve a 25°C pendant 20 minutes pour
¢liminer I’humidité.
ImL d’inoculum est déposé et étalé sur la surface du milieu a 1’aide d’un étaloir. Le
liquide en exces est éliminé avec une pipette Pasteur stérile.
+ Dépots des disques

A T’aide d’une pince stérile, quatre (4) disques de 6mm de diametre, imprégnes de la

mem quatre EX , sont déposés dans chaque boite testée.

Laisser les boites les incuber a 25°C pendant 48h, pour que le contenu des disques

diffuse dans le milieu.

54



V. RESULTATS ET DISCUSSION
V.1.Etude de P’effet anti-microbien
La sensibilité des souches testées est déterminée en mesurant les diametres des
zones
d’inhibition dans les deux sens perpendiculaires autour des disques.
En fonction de I’existence ou non de zones d’inhibition, trois réponses sont
possibles :
e Souche sensible : La dimension du diamétre de la zone d’inhibition est
égale ou
supérieure a 20 mm
e Souche limite (intermédiaire) : La dimension du diamétre de la zone
d’inhibition est
inférieure a 20 mm

e Souche résistante : Absence de zone d’inhibition

Les résultats des tests de I’activité anti-microbienne de I’EX vis-a-vis des

souches sont reproduits sur les photos suivantes :

<+ Bactéries en forme de sphére : positif

Figure n°34 : Influence de ’EX des graines de Ridolfia segetum sur la croissance de

Pseudomonas

1 .disque d’EX éther de pétrole 2.disque d’EX dichlorométhane
3.disque d’EX I’acétate d’éthyle 4.disque d’EX n-butanol




Figure n°35 : Influence de ’EX des graines de Ridolfia segetum sur la croissance de

staphylococcus
1 .disque d’EX éther de pétrole 2.disque d’EX dichlorométhane

3.disque d’EX I’acétate d’éthyle 4.disque d’EX n-butanol

Figure n°36 : Influence de ’EX des graines de Ridolfia segetum sur la croissance de

escherichia coli
1 .disque d’EX éther de pétrole 2.disque d’EX dichlorométhane

3.disque d’EX I’acétate d’éthyle 4.disque d’EX n-butanol




+ Résultats de I’activité biologique de I' EX sur la levure :

Figure n°37 : Influence de ’EX des graines de Ridolfia segetum sur la croissance de
candida albicans

1 .disque d’EX éther de pétrole 2.disque d’EX dichlorométhane
3.disque d’EX I’acétate d’éthyle 4.disque d’EX n-butanol

Les résultats de la mesure des diamétres des zones d’inhibition sont regroupés dans les

tableau .

Tableau :1. : Diameétres (@) des zones d’inhibition des Bactéries en forme de sphere :
Gram positif, aprés 24h




Les bactéries en forme de sphére (®) témoin (D) testée
1.Pseudomonas 06 06
2.Pseudomonas 06 06
3.Pseudomonas 06 06
4.Pseudomonas 06 09
1.Staphylococcus 06 08
2.Staphylococcus 06 14
3.Staphylococcus 06 08
4.Staphylococcus 06 14
1.Echerichia coli 06 10
2.Echerichia coli 06 19

3.Echericia coli 06 09
4.Echerichia coli 06 22

Au vu des résultats ; on note que I’EX n-butanol des graines de Ridolfia segetum
présente une grande efficacité contre Pseudomonas et staphylococcus et Escherichia

coli avec un diameétre de 22mm .

Le diamétre d’inhibition mesuré pour la souche fongique est donné dans le tableau IV.3.
Tableau : 2. Diamétres (@) des zones d’inhibition de la levure, aprés 24h d’incubation
a 25°C, sur milieu PDA

La levure (®) témoin (D) testée
1.Candida albicans 06 06
2.Candida albicans 06 06
3.Candida albicans 06 06
4.Candida albicans 06 15

On constate que Candida albicans est sensible a I’EX de Ridolfia segetum.
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Conclusion :

La présence de zones d’inhibition obtenues indique que 1’extrai éther de pétrole et
I'extrai dichlorométhane et I'extrai I'acétate d'éthyle des graines de Ridolfia segetum n’a

aucun effet antibactérien sur la souche Pseudomonas aeruginosa.

Par contre Staphylococcus aureus, Enterobacter cloacea et Candida albicans sont

sensibles a I’essence. Escherichia coli présente un effet moyen

Conclusion générale

Les travaux que nous avons effectués sur la plante Ridolphia sigtum, qui est cultivée
dans le sud algérien, dans la Wilayat de Béchar plus précisément, nous ont montré

plusieurs résultats qui sont les suivants :

De I'étude biographique, il a été constaté que I'extrait actif de la plante a un réle

thérapeutique efficace.

Ridolfia segetum est également utilisé a des fins médicinales. Il est utilisé en
méditerranee comme médicament pour régulier les menstruations des femmes et pour
augmenter le débit de lait chez les meres qui allaitent. Les utilisations médicinales
supplémentaires consistent a prévenir la constipation, la toux les gaz, les infections des

voies respiratoires et les poux. [67]

Les principes actifs ou métabolites secondaires des végétaux constituent une source
inépuisable de molecules dotées de propriétés médicamenteuses trés recherchées dans le

domaine pharmaceutique.

Les résultats des tests phytochimiques préliminaires de coloration et de précipitation

laissent penser a I’existence prépondérante de coumarines, de flavonoides,de tanins ...,et
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d'alcaloides . Il apparait également de ces tests que de les graines de la Ridolfia segetum
tres peu de saponines, et phlobatannins et les triterpénes ils sont absents dans notre

plante

On utilise la méthode macération pour extrait les principes actifs de la plante ils sont
ensuite séparés en fonction de différents solvants de polarité croissante. L’extraction de
ces principes actifs a permis d'obtenir des rendements qui sont différentes en fonction
des solvants utilisés (4.59% pour I'extrait aqueux, 3.44% pour I'extrait n-butanol, 2.29%
pour I'extrait éther de pétrole, et pour I'extrait dichlorométhane et acétate d'éthyle sont

tres faibles rendements respectivement 0.11% et 0.07%).

Les tests d’activité biologique, réalisés in vitro, ont permis d’évaluer I’action de
I’essence des graines de Ridolfia segetum a différentes concentrations sur quatre

espéces bactériennes et une levure par la méthode de diffusion en milieu solide.

Les résultats des tests biologiques réalisés montrent que I'extrai n-butanol des graines de
Ridolfia segetum posséde un large spectre d’action car elle inhibe 1'activité Escherichia
coli et Staphylococcus et pseudomonas aureus comme espéces bactériennes et Candida

albicans comme levure.

Par le biais de ce travail, nous espérons avoir apporté notre modeste contribution a la
valorisation de Ridolfia Segetum comme plante médicinale traditionnelle trés largement
utilisée dans les pays du bassin méditerranéen, nous proposons I'exploitation des plantes

médicinales et encourageons leur utilisation domestique ou médicale.
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Résumé :

De par leurs emploi dans diverses médicinales et leurs propriétés
biologiques les anti bactéries connaissent aujourd’hui un intérét croissent

partout dans le domaine de la sant et dans le mond en général.

Ridolfia segetum, est une plante médicinale et aromatique a la famille des
Apiacées, appelé communément (Karwia el amya) elle est spontanée qui
pousse en région méditerranéenne en Afrique du nord particulierement en

sud Algérie qui trouve dans la région d’BOUKALIS de wilaya de Béchar.

Notre travail porte sur I’effet anti bactérienne de 1’extrait des grains de
Ridolfia segetum ou les résultats des tests biologique réalisés montrent que
I’extrait de grains de Ridolfia segetum un large spectre d’action car elle
inhibe Staphylococcus et Escherichia et Pseudomonas comme espéces

bactérienne et candidat albicans comme levure.

Mots clés : Ridolfia segetum, anti bactéries, boukais.
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abstract

By their use in various medicinal and their biological properties the antibacteriums are
today experiencing an interest growing everywhere in the field of health and in the

world in general.

Ridolfia segetum, is a medicinal and aromatic plant to the family of Apiaceae,
commonly called (Karwia el amya) it is spontaneous that grows in the Mediterranean
region in North Africa especially in southern Algeria which finds in the region of
BOUKAIS of wilaya of Béchar.

Our work focuses on the anti-bacterial effect of ridolfia segetum grain extract or the
results of the biological tests carried out show that ridolfia segetum grain extract has a
wide spectrum of action as it inhibits Staphylococcus and Escherichia and Pseudomonas
as bacterial species and albicans candidate as yeast.

Key word : Ridolfia segetum, anti bacterial, BOUKAIS
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