REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

Ministere de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

Université A. MIRA — BEJAIA

% Tfii’l t/r'f;iali Faculté de Technologie [ﬁi@;‘ﬁii@; ﬁ L’Ajﬁm]
Université de Béjaia Departement de Génie des Procédes universie de Bejaia

Mémoire de fin de cycle

En vue de I’obtention du dipléme de
MASTER

En Génie des Procédés

Spécialité : Génie pharmaceutique

Théeme

Extraction et analyses physico-chimiques des principes
actifs de I’Hedera helix et étude de ses

Activités biologiques

Membres du jury Réalisé par Nazim Chibane
Présidente : Mme Z.Bouariche

Examinatrice : Mme H. Belkacemi

Encadreur : Mme N.Belhadj

Année Universitaire : 2020/2121



*

X/

7/

Remerciements

Avant toute chose je remercie le bon dieu de m’avoir donné le courage, la patience, la
bonne santé, qui m’ont permis de ne jamais abandonner, de poursuivre mes études, et

de mener a bien ce travaille.

J’adresse mes remerciements a ma famille ma mére, mon pére, mes deux sceurs qui

m’ont montré un soutien inconditionnel et sans failles tout le long de ma vie.
Je tiens aussi, a exprimer mes remerciements, a notre promotrice Mme BELHADJ.N,
pour avoir accepté de nous guider tout le long de ce travail, pour ses précieux conseils,

et surtout pour son soutien qui m’a permis I’accomplissement de ce travail.

Merci a I'ensemble des membres du jury pour m’avoir fait 1"”honneur d’’examiner et

évaluer mon travail et de faire partie du jury.

Je tiens aussi a remercier toute personne qui m’a aidé a réaliser ce modeste travail



7/

Dédicaces

Je dedie ce travaille @ mon inspiration ma heroine du quotidien, celle qui ma tellement
appris, ma mere.

Je dédie aussi ce travail a mon pére, I’un des étres les plus bons que je connais.

Je n’oublie pas aussi les deux cancres tchipan et bazgot, ou malgré la différence de
nom je considére comme ma famille, aussi amine blonda avec ses précieux conseils, je

cite "arréte les études ", aussi ma petite caramel qui a toujours su me rendre le sourire.



Liste des figures

figure intitulé page
Chapitre | : aspet theorique de I'etude
Figure 1.1 | lierre grimpant hedera helix 6
Figure 1.2 | fleur de hedera helix 7
Figure 1.3 | fruit de I’Hedera helix 8
Figure 1.4 | composition des saponines 10
Figure 1.5 | structure du phénol 11
Figure 1.6 Les principales classes des polyphénols 12
Figure 1.7 | structure générale de flavonoide 13
Figure 1.8 | Structure des tannins condensés 13
Figure 1.9 | Structure des tannins hydrolysable
Chapitre Il materiel et methodes
Figure I1.1 | lierre grimpant HEDERA HELIX 15
Figure 11.2 Site de la récolte Aiguades -parc nationale de Gouraya a Bejaia 15
Figure 11.3 | les feuilles matures et les jeunes pousses du lierre grimpant HEDERA HELIX 16
Figure I1.4 | protocole de I’extraction aqueuse 17
protocole d’extraction par macération dans les solvants organiques des feuilles
Figure I1.5 |jeunes et mature de HEDERA HELIX 18
Figure 1.6 | protocole dosage des polyphénols totaux 19
Figure 1.7 | protocole dosage des flavonoides 20
Figure 11.8 | : protocole dosage des tannins condensés 21
Figure 11.9 | Analyse qualitative par chromatographie sur couche mince C.C.M 23
Figure 11.10 | colonne chromatographique 24
les composants d’une HPLC(UltiMate 3000) impliquées dans une analyse
Figure 11.11 | (a)compartiment de pompage, (b)compartiment d’injection et de détection 25
Les composantes et fonctionnement d’un spectrophotometre Uv-Vis a double
Figure 11.12 | faisceau 26




Figure 11.13 | Mécanisme réactionnel intervenant lors du test du radical DPPH 27

Figure 11.14 | Protocole de dosage anti-radicalaire in vitro par le test au DPPH 28

Figure 11.15 | Protocole du test antibactérien 32

Chapitre 111 : Résultats et discussion

Figure I11.1 | Les rendements d’extraction des feuilles jeunes et matures de 1’Hedera helix 33

Figure 111.2 | Les rendements d’extraction des feuilles jeunes et matures de *Hedera helix 34
teneur en polyphénols totaux extraits des feuilles jeunes et matures de lierre

Figure I11.3 | grimpant 40
Les teneurs en flavonoides des extraits végetaux du lierre grimpant dans les

Figure 111.4 | différents solvants 41
Les teneurs en tannins dans les extraits végétaux de lierre grimpant avec les

Figure 111.5 | différents solvants 42

Figure 111.6 | résultats des tests antioxydant avec le radical DPPH 43
Indices d’inhibition du radical DPPH des extraits végétaux de Hedera helix dans

Figure 111.7 | les différents solvants 44

Figure 111.8 | courbe de I’indice d’inhibition en fonction de la concentration 46
efficacité anti bactériennes des extraits aqueux des feuilles matures et jeunes de 1’

Figure I11.9 | hedera helix (lierre grimpant) 47

Figurelll.10 |sirop préparé au laboratoire 48
Annexe

Figure 1 droite etalonnage acide galique 56

Figure 1 droite etalonnage de la quercitine 56

Figure 3 droite etalonnage de la catechine 56

Figure 4 plaques CCM de ’extrait aqueux de lierre 57

Figure 5 spectre UV de la fraction 1 57

Figure 6 spectre UV de la fraction 2 58

Figure 7 spectre UV de la fraction 3 58

Figure 8 chromatogramme de 1’extrait des feuilles mature obtenu par hplc 59

Figure 9 chromatogramme de I’extrait des feuilles mature obtenu par hplc 60

Figure 10 |résultats de I’antibiogramme sur le Escherichia coli 61




Figure 11 | résultats de I’antibiogramme sur le Staphylococcus aureus ‘ 61 ‘
Liste des tableaux

Tableau Intitulé Page

Chapitre | : aspet theorigue de I'etude

Tableau I.1 les principales classes des composes phénoliques 13

Chapitre Il materiel et methodes

Tableau 11.1 tableau des volumes des tubes pour le test des saponosides 22

Chapitre 111 : Résultats et discussion

Tableau I11.1 | résultat des tests phytochimique 34

Tableau 111.2 | hauteur de la mousse selon le tube 38
Résultats de I’analyse CCM a 365nm des extraits végetaux du lierre

Tableau I11.3 | grimpant 39

Indice d’inhibition du radical DPPH dans les extraits végétaux de

Tableau 111.4 | Hedera helix dans les différents solvants 46
Indices d’inhibition des extraits aqueux des feuilles du lierre grimpant et

Tableau I11.5 |1’acide ascorbique (test positif) a différentes concentrations 47
Diamétre des zones d’inhibition de la croissance bactérienne par les

Tableau I11.6 | différents extraits des feuilles de 1’ hedera helix 49
Annexe

Tableau 1 Réactifs et leurs propriétés 56




Sommaire

titre page
introduction 1
Chapitre | : aspet theorique de I'etude

1.1 Phytothérapie 3
1.1.1 Limites, risques, mésusages et vigilance 3
1.1.2 Différents types de la phytothérapie 3
1.1.3 Effets secondaires de la phytothérapie 4
1.1.4 Les avantages de la phytothérapie 5
1.2 Etude bibliographique de I’Hedera helix 5
1.2.1. Usages thérapeutiques traditionnel du lierre 8
1.2.2. Composition du lierre 10
Chapitre Il materiel et methodes

1.1 Matiere vegétale 15
I1.2 Préparation de I’échantillon 16
11.3 Extraction des composés phénolique 16
11.3.1 Extraction aqueuse par decoction 16
11.3.2 Extraction par maceration dans les solvants organiques 17




11.3.3 Determination du rendement des differentes extractions 18
11.4 Caractérisation et dosage des métabolites secondaires des extraits
HEDERA HELIX P
11.4.1. Screening photochimique des extraits végétales 19
11.4.2 Détection et Dosage des polyphénols totaux 19
11.4.3 Dosage des flavonoides totaux 20
11.4.4 Dosage des tannins condenseés 21
11.4.5. Dosage des saponosides 23
11.4.6. Chromatographie sur couche mince CCM 23
11.4.7 La chromatographie sur colonne de silice 24
11.4.8 Chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) | 25
11.4.9 La spectrophotométrie (UV-vis) 26
I1.5. Les tests de Pactivité biologique de I’extrait de I’Hdera helix 27
I1.5.1. Etude de ’activité anti-radicalaire in vitro par le Testau DPPH | 27
11.5.2 Activité antibactérienne des extraits végétaux de I’Hdera helix 31
I1.6 Préparation d’un sirop a base de feuilles mature d’hedera helix 32
Chapitre 111 : Résultats et discussion

II1.1 Rendement de ’extraction 33
111.1.2 Extraction par macération dans des solvants organiques a polarité différentes | 34
I11.2 Résultats de ’identification qualitative et quantitative 35
111.2.1. Tests phytochimiques 35
111.2.2 Chromatographie sur couche mince (C.C.M) 38
111.2.3 Chromatographie sur colonne de silice 39
111.2.4. Chromatographie liquide a haute performance HPLC 39
111.3 Dosage des composes phénoliques 40
111.3.1 Dosage des polyphénols 40




111.3.2 Dosage des flavonoides 41
111.3.3 Dosage des Tannins 42
I11.4 Résultats des tests de I’activité biologique des extraits végétaux de

Hedera helix *
I11.4.1 Résultats des tests de P’activité antiradicalaires in vitro des

extraits des feuilles jeunes et matures de Hedera helix *
111.4.2 Résultats des tests de I’activité antibactérienne 47
I11.5 Résultat de la préparation du sirop 50
Conclusion et perspectives 51
references 52
Annexes 56
Resumé 57




Introduction



Introduction

Introduction

L’utilisation des plantes comme reméde est relativement ancienne, les cultures et les
différentes civilisations d’Egypte, de la Chine et de la vallée des Indes, utilisaient des plantes
médicinales pour traiter de nombreuses maladies. (Rostenberg et al., 1995).

Les premiéres traces de l'utilisation des plantes médicinales sont ceux de I'huile de
Chaulmoogra d'Hydnocarpus gaertn (Perry et al., 1961), les graines de ricin et les graines
d'opium trouvées dans des tombes égyptiennes antiques,1500 avant JC. Selon I'histoire des
plantes médicinales, la Materia Medica d'Hippocrate, qui est actuellement connu comme le
pére de la médecine est composee de pres de 400 formulations ayant été compilées et
expliquées (Rostenberg et al., 1995).

Au jour d’aujourd’hui, les plantes médicinales de par leurs richesses en métabolites
bioactifs tel que : les alcaloides, les saponines, les flavonoides, les tannins et les composés
phénoliques intriguent toujours les scientifiques et font sujet de recherche sur leurs différents

effets thérapeutiques et leurs utilisations possible (Lordani, et al., 2018).

La plante & laquelle nous nous sommes intéressés est /’Hedera Hélix, aussi appelée le
lierre grimpant, dont les feuilles constituent un véritable réservoir des principes actifs,
notamment les saponines tri-terpéniques qui sont responsables des activités biologiques de
cette plante (Facino, et al., 1995). Dans le domaine de la pharmacologie et de la cosmétique
de nombreuses recherches ont été réalisées pour démontrer ses éventuelles propriétés anti-
inflammatoires, antidiabétiques (Al-Sanafi et al., 2018), antibactériennes, antifongiques, antis

cancérigenes et antioxydantes (Timon et al., 1980).

Notre investigation, a pour but I’extraction des différents métabolites secondaires
contenus dans les feuilles jeunes et mature de cette plante par deux méthodes et avec des
solvants de différents polarités. Ainsi que I’identification et la caractérisation de ses derniers
par les différentes méthodes physicochimiques. L’étude de I’activités anti oxydante et anti
bactérienne de ses extraits végétaux a aussi été réalisée. Cette investigation est alors divisée
trois chapitres :

> Le premier chapitre théorique qui renferme une étude botanique de 1’hedera helix et

une présentation théorique des différentes metabolites secondaires a effets

thérapeutiques
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> Le second chapitre englobe la partie matérielle et méthodes

> Le troisiéme chapitre est consacré a la partie résultats et discussion

Une conclusion vient cloturée 1’étude realisée sur les extraits des feuilles jeunes et matures du

/’hedera helix



Chapitre | :
Aspect théorique de I’etude
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I.1 Phytothérapie

La phytothérapie, au sens étymologique « la thérapeutique par les plantes » : elle
utilise les plantes ou les formes immédiatement dérivées des plantes, en excluent les
principes actifs purs issus de celles-ci. Elle correspond au traitement des pathologies
bénignes par les plantes médicinales. C’est une thérapie familiale, de conseil et
d’automédication, a viser symptomatique, parfois préventive (Gozengel et al., 2004) .

De nos jours, nous constatons un renouveau d’estime des consommateurs pour les
produits naturels. C’est pour cette raison que les industriels développent de plus en plus
des procédés mettant en ceuvre des extraits et des principes actifs d’origines végétales. Et
ces principes actifs doivent étre mis sous la forme la plus appropriée afin d’avoir une

bonne administration et une efficacité optimale chez les patients. (Iserin et al., 2001).

I.1.1 Limites, risques, mésusages et vigilance

Il est d'usage d'exclure la phytothérapie des traitements des pathologies lourdes, sauf
comme complément, pour pallier des effets secondaires des traitements principales.

Pratiguement la phytothérapie est bien adaptée aux pathologies légeéres, et au
traitement symptomatique. C’est une thérapie familiale, de conseil, souvent préventive.
Contrairement a la situation des pays en voies de développement, ou I’offre
thérapeutique est souvent restreinte a la médecine traditionnelle, elle est employée en
Europe que dans des photologies Iégéres et passagéres, parfois, trouve sa place dans des
maladies chronique bénignes (insuffisances veineuses, symptdmes urinaires de
I’hypertrophie prostatique,). La phytothérapie vit actuellement un renouveau lié a un
désir d’une frange du public de retour au « naturel » et au « sain », ainsi qu’a
I’importation des médicine traditionnelles des pays asiatiques (médecines chinoise,

indienne), dites « alternatives et complémentaires » (Gozengel et al., 2004).
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1.1.2 Différents types de la phytothérapie

= Phytothérapie pharmaceutique : utilise des produits d’origines végétales
obtenus par extraction et qui sont dilués dans de ’alcool éthylique ou un autre solvant.
Ces extraits sont dosés en gquantités suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide.
Ils sont présentés sous forme de sirop, de gouttes, de gélules, de lyophilisats (Strang.,
2006).

= Homéopathie : a recours aux plantes d’une fagon prépondérante, mais non

exclusive ;

les trois quarts des souches sont d’origine végétale, le reste étant d’origine animale et
minérale.

= Aromathérapie : est une thérapeutique qui utilise les essences des plantes, ou
huiles essentielles, substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de
plantes, ces huiles sont des produits complexes a utiliser souvent a travers la peau.

=  Gemmothérapie : se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de
végeétaux tels que les bourgeons et les radicelles.

= Herboristerie : correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et la
plus ancienne. L'herboristerie se sert de la plante fraiche ou séchée ; elle utilise soit la
plante entiere, soit une partie de celle-ci (écorce, fruits, fleurs). La préparation repose sur
des méthodes simples, le plus souvent a base d'eau : décoction, infusion, macération. Ces
préparations existent aussi sous forme plus moderne de gélule de poudre de plante séche

que le sujet avale.

1.1.3 Effets secondaires de la phytothérapie

Les phytomédicaments se distinguent des médicaments chimiques de synthese par la
fréquence et Il'intensité, mais pas fondamentalement, car, ils sont mieux tolérés que les
médicaments synthétiques. Les effets indésirables des phytomédicaments sont classés
comme suivant (Ben Moussa., 2012) :

= Phytomédicaments contenant des substances tres actives et possédant un potentiel
de risques proportionnel ; ont généralement disparu de l'arsenal thérapeutique moderne,
sinon sous forme de substances pures isolées.

= Phytomédicaments contenant des substances actives et dont l'usage excessif
(surdosage, utilisation prolongée) peut entrainer des effets indésirables.

= Phytomédicaments dont l'action thérapeutique n'a pas été clairement démontrée,

mais pouvant néanmoins entrainer des effets indésirables.
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= Phytomédicaments pouvant entrainer des effets secondaires dangereux du fait de
la présence d'additifs non définis.

= Les réactions allergiques font aussi partie des effets secondaires classiques des
phytomédicaments. Egalement l'ignorance des rapports dosage/effet est d'ailleurs, elle

aussi, trés problématique.

1.1.4 Les avantages de la phytothérapie

Actuellement, I’humanité s’oriente de plus en plus vers la phytothérapie. Les
traitements a base de plantes reviennent au premier plan, car I'efficacité des médicaments
tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle aux infections
graves) décroit, les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés aux médicaments et
leur résistent de plus en plus. Elle connait de nos jours un renouveau exceptionnel en
occident, spécialement dans le traitement des maladies chroniques comme I'asthme ou
I’arthrite. La recherche des principes actifs extraits des plantes est d'une importance
capitale car elle a permis la mise au point de médicaments essentiels.

Aujourd'hui les plantes sont de plus en plus utilisées par I'industrie pharmaceutique,
il est impossible d'imaginer le monde sans la quinine qui est employée contre la malaria
ou sans la diagoxine qui soigne le cceur, ou encore I'éphédrine que I'on retrouve dans de
nombreuses prescriptions contre les rhumes (Iserin et al., 2001).

La flore algérienne est caractérisée par sa diversité florale méditerranéenne,
sahariennes une flore paléo tropicale, estimée a plus de 3000 espéces appartenant a
plusieurs familles botaniques, dont 15% endémique (Gaussen et al., 1982), ce qui a
donné a la pharmacopée traditionnelle une richesse inestimable. Parmi celles-ci, le lierre

grimpant, qui fait le sujet de notre étude.

1.2 Etude bibliographique de I’Hedera helix

Helix hedera, ou communément le lierre, est une plante de jardin et d'intérieur. Dans
certaine région, le lierre est utilisé comme décoration dans des fétes et occasion. Le lierre
était aussi un symbole de fidélité et présenté aux jeunes mariés dans la Grece antique, les
études ont demontré que la plante possédait plusieurs effets thérapeutiques, chose qui va

étre développé par la suite.
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» Definition du lierre grimpant

Le Lierre Figure 1.1 est une plante médicinale, trés ancienne liée a Dionysos et
Bacchus. Ses feuilles renferment différents principes actifs facilitant 1’expectoration de
mugqueuses et antispasmodiques. Les cataplasmes de feuilles de lierre étaient d’usage
uniquement en médecine populaire en cas des maladies cutanées et de rhumatismes
(Al-Sanafi et al., 2018). Le lierre est une plante trés importante pour le monde animal.
Plante fleurissante, les insectes y trouvent du nectar encore en automne.

Au printemps suivant, les oiseaux chanteurs picorent volontiers les baies et batissent
leurs nids bien cachés entre les feuilles. Les fruits du lierre sont riches en lipides (30 %
dans la pulpe située entre les graines et jouent ainsi un réle important pour la survie de
nombreux oiseaux a la fin de I’hiver (Wolfgang et al., 2008).

Figure 1.1 : lierre grimpant hedera helix

» Taxonomie et Origine
= Nom scientifique: Hedera hélix
= Nom commun: Joli bois, lierre a cautére, bourreau des arbres, rampe de bois
= Nom anglais: ivy, Efeu (allemand)
*= Nom arabe : <3l
= Classification botanique: famille des araliacées (Araliacées)

= Région de la récolte: Gouraya (Bejaia), Algérie.
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= Etymologie : Hedera vient du latin haerere qui signifie « s’attacher » et hélix

vient du grec eilein qui signifie « s’enrouler ».

> Habitat et Origine

Le lierre est une plante grimpante sur les arbres, Forets d’essences mixtes, parcs,
murs et maisons ou rampante sur le sol, bois, jardin. La plante préfére le climat tempéré
d'Europe occidentale, centrale et du Sud, le lierre s'étend désormais au nord et a I'Est
ainsi que sur le pourtour méditerranéen. En Algérie, le Lierre est une plante fréquente
dans tout le pays sauf dans les régions arides, il se trouve a 1’¢tat sauvage comme il peut
étre cultivé (Bedry et al., 1997).

» Caractéristiques de Hedera hélix

+» Les fleurs du lierre

Les fleurs du Lierre et ses fruits se développent sur des rameaux, exposés en pleine
lumiére, et donc généralement au sommet des supports sur lesquels se hisse et se fixe le
lierre a I’aide de ses crampons qui n’ont pas de fonction nourriciere. La morphogenése
foliaire est modifiée sur les rameaux fertiles, les feuilles prenant une forme losangique.
Lorsque le Lierre atteint sa période de floraison, il change d'aspect. Les feuilles des
rameaux a fleurs ne sont plus lobées mais ovales et simplement pointues a I'extrémité.
Les fleurs, petites, sont groupées dans des ombelles sphériques tres serrées figure 1.2
(Jean-Pierre et al., 2008).

Figure 1.2 : fleur de hedera helix
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¢ Les fruits du lierre
Les fruits ce sont baies groupés comme les fleurs figure 1.3 contenant quatre loges elles
sont bleuatres portées en ombelles serrés de 8 a 10mm, elles viennent a maturité au
printemps. Les fruits mars de lierre sont noirs et les feuilles des rameaux fertiles sont

ovales.

Figure 1.3 : fruit de /’Hedera helix

1.2.1. Usages thérapeutiques traditionnel du lierre

» Usage Interne

e Le Lierre est utilisé pour lutter contre, I’hypertension, les bronchites chroniques, il
utilisé sous forme d'infusion (3 cuillerées de feuilles coupées par litre d'eau bouillante, et
infusion pendant 10 minutes, ensuite prendre a raison de 3 tasses par jour.

e Contre la coqueluche et I’hypertension, a prendre sous forme de teinture au 1/10e a
raison de 5 a 10 gouttes par prise selon I'dge, avec un maximum de 40 a 50 gouttes par
jour

e En infusion les feuilles, ont des propriétés : décongestionnante, antispasmodique,

analgésique, émollient
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» Usage externe

L’utilisation des feuilles peut se faire sous plusieurs formes. :

e Le Lierre est utilise en application cutanée comme cataplasme (1/4 des feuilles
fraiches agrégees a ¥ de farine de lin) pour soigner les plaies et les brdlures, les
névralgies.

e Des pommades a 10% contre les brulures, les rhumatismes, la cellulite, les durillons et
les polypes du nez.

e On utilise aussi pour soigner la cellulite douloureuse et pour le massage (en dehors
des crises inflammatoires).

e Larésine du lierre est utilisée dans le traitement de la teigne,

e En décoction comme antalgique pour les douleurs dentaires et arréter le
développement d'une carie dentaire.

e Traiter les furoncles et faciliter la cicatrisation des plaies et de résorber les
engorgements des seins. (Avilov et al., 1997).

1.2.2. Composition du lierre

Le lierre se compose de plusieurs substances :

e Saponosides tri terpéniques (2,5 a 6 %), tels que : I'nédérine et I'alpha-hédérine.
o Hétérosides flavones: rutoside

e Dérivés polyacétyléniques (falcarinone, falcarinol,...) stérols -scopoloside

e acide chlorogénique -acide caféique (intermédiaire clé dans la biosynthése de la
lignine)

Huile essentielle (germacréne D, limonene, sabinéne,...) (Wolfgang et al., 2008).

+« Les saponines

Les saponines sont généralement connues comme des composés non-volatils, tensio-
actifs qui sont principalement distribués dans le regne végétal. Le nom « saponine » est
dérivé du mot latin sapo, qui signifie « savon ». En effet, les molécules de saponines
dans I’eau forment une solution moussante (Wolfgang et al., 2008). Ils sont
principalement produits par les plantes mais aussi par les organismes marins.
Structuralement, les saponines peuvent étre classés en deux groupes selon la nature de la
génine : les saponines a génines tri-terpéniques, de loin les plus nombreux existant chez
les angiospermes dicotylédones et chez certains animaux marins et celles a génines

stéroidiques, presque exclusivement présentes chez les angiospermes monocotylédones
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(Avilov et al., 1997). La figure 1.4 résume la composition des saponines.

Saponin
Glycone Aglycone I
) + !
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l. Glucoss \ :
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Figure 1.4 : composition des saponines

¢ Sources de saponines

Les saponines sont un ensemble de molécules totalement naturelles produites par
certains animaux et certaines plantes (quinoa, lierre, soja, salsepareille, etc). Cependant,

elles ne représentent aucun danger pour I’homme (Dilimi et al., 2019).

¢ Propriété pharmacologique des saponines

e Les saponosides (hédéracoside C) aux propriétés expectorantes, antispasmodiques
et qui favoriseraient, en outre, I'élimination du mucus bronchique.

e Les hédéracosides possédent aussi des propriétés antifongiques, antibactériennes et
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antiparasitaires.

« Les saponines contiennent par ailleurs d'autres composés comme le falcarinol qui
présente des activités antimycosiques, antimicrobiennes, analgésiques ( Zahalka et al.,
2011).

X/

% Les composes phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols constituent une famille de molécules trés
largement répandue dans le regne végétal. La structure de base est un phénol, qui est un
cycle aromatique hydroxylé, comporte plusieurs groupements hydroxyles associés a un

ou plusieurs noyaux benzéniques figure 1.5 (Aaref et al., 2015).

Groupe hydroxyle

» OH
Anneau
aromatique ,

Groupe phénol

Figure 1.5 : structure du phénol

Les composés phénoligues sont classeés en différents groupes en fonction du nombre
de noyaux aromatiques qui les compose et aussi la substitution qui les lie. Les principales

classes des composés phénoliques sont mentionnées dans la figure 1.6



BUIPILEAT =L}z u.._m._.__”__n_..__u.;._.,___m_ m___..__u_.m__u_._m__.__U_

oy

ALY EIED ﬁﬁw mw;: M.u\r uﬁw_ HM\H. : FH.
HO, . _._w., :.ux:\fwu BUIGALIER O o RSO mmr”_m
HO ] Mx | : ,Ha E i
f._w.ﬂ;..,,. xf,n.._.u.h FMH.FD_._ %{.H HL\_\_} /ﬂ\rd ,,._.ﬁ, \W.\_._x M._\_r_uuML

Chapitre | : Aspet théorique de I’étude

- ok oy s
P
:L HEY auzpiEQ]
’ 1 (SIS hn i i
e sy | auRisiuzg  FUIREDIRND “ ¥
[ S -
FUILp ey FUPIUSEd  aupaiadsay bominq 2 EIPEd #UIELALY i
e auaznboap iy s . .
AU BUIpIUEAT AULIESULIER 3z Sdpeyla LS IR |od3qduzey =IREcy
| IR || sauipiuesoojuy| [52UoUemR] —m__uc_u...m_.h_uh_u...z__u_ SEUGAE|JOS| _|m__uc_u_._m_n_|__ SaL0AR|4 |
_ _ L, _
|odzs adwes _QLELw...mmw.mcmLh
FSUBPUSD Ui | anbijes 2pioy

o,/‘\.Hh [TUE IR e
o HOOD
Pu\ efos 2p 2ulodes l_u.f_.,._.r W Lf
\_\ B ,u.ﬂﬂ\“_. e, Luu .M. e e
Mararhin w | o o
u‘ ,_r} o H.. el Wi o

.,,. P S ET5} [T e i . H. = H

—:_: .5 J- L
H
U — s G anbizes apoy - %3
U.ﬂ k=2
R i ,,,_. h». H. ._-rh..f DN 4 anblueuuD 2pRe s3AU2Q
e n_.,._._n.

O T W

|2 4zisRWEnS sanbupdiaun © e o saplouane|y 2nbijed 2piy - X3
|5 2 wes sapEoah|g SR R il BTV IR anblozuzq apoe s2a02Q

Elcuepogiyd fslouzsodydl|  ssuucdes || saueudn || ssuzquys || suiue) __mm_u._._u:_u...mE_ﬂ.:_u__n.:Eﬁ_mm_u_u..,._.

[siouaydAjod]

Figure 1.6 : Les principales classes des polyphénols (Merguem et al., 2009).



Chapitre | : Aspet théorique de I’étude

«» Propriéte pharmacologique des polyphénols
Les composés phénoliques sont des molécules qui présentent un grand potentiel
thérapeutique, car ils ont une influence sur le stress oxydatif, les troubles métaboliques,

I'apport énergétique et la réduction de I'état pro-inflammatoire (Gomez et al.,2006)).

s Les flavonoides

Les flavonoides sont des substances naturelles issues de plantes, présentes dans tout
le régne veégétal (V.David et al., 2014)). Ce sont des pigments responsables de la
coloration des fleurs, des fruits et des feuilles. C’est des polyphénols complexes dont la
structure est constituée de deux noyaux aromatiques (cycles A et B) et d’un hétérocycle

oxygéné (cycle C). Figure 1.6

} o
'»—a
(e )]
\‘_|_'.
' |
1
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\,\

Figure 1.7 : structure générale de flavonoide

< Propriété pharmacologique des flavonoides
Ils sont universellement présents dans la cuticule foliaire et dans les cellules
épidermiques des feuilles, et sont susceptibles d’assurer la protection des tissus contre les
effets nocifs du rayonnement ultraviolet, ce qui explique une grande part de leur intérét
commercial dans I’industrie alimentaire et des colorants. 1ls possédent en autre un intérét
médical considérable (V.David et al., 2014).

% Les Tannins

Les tannins (ou tannins) sont des composés phénoliques complexes a haut poids

moléculaire compris entre 500 et 3000 Da. Ce sont des molécules fortement hydroxylées
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appartenant a la classe des polyphénols et pouvant les trouver dans divers organes :
I’écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les grains (Aaref et al., 2015).

Ces composés naturels produits par les plantes et se caractérisent par leurs capacités
de se combiner aux protéines et a d’autres polymeres organiques tels que les glucides, les
acides nucléiques, les stéroides et les alcaloides pour former un précipité. On distingue
deux grands groupes différents en fonction du type de 1’acide phénolique et du type de

liaisons qui déterminent la taille et la réactivité chimique.

e Les tannins condensés : sont des polymeéres (d’ou leur nom) de dérivés de
résidus flavonols (fig. a) liées par des liens C-C (un exemple en fig. b, mais de

nombreuses autres combinaisons existent) ; ils sont produits par la plupart des végétaux

terrestres.
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Figure 1.8 : Structure des tannins condensés

e Les tannins hydrolysables : sont des phénols liés a un résidu sucré par un lien
ester (donc hydrolysable). Si le phénol est 1’acide gallique, ce sont les gallitannins; s’il
s’agit de I’acide hexa-hydroxy-diphénique, ce sont les ellagitannins. Oxydations et autres
polymérisations engendrent des structures variées. On trouve les tannins hydrolysables
chez les dicotylédones et ils sont plus facilement hydrolysables par les microorganismes

que les précédents.
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Figure 1.9 : Structure des tannins hydrolysable

< Propriété pharmacologique des tannins
Les tannins sont des molécules fortement hydroxylées et peuvent former des
complexes insolubles lorsqu’ils sont associes aux glucides, aux protéines et aux enzymes
digestives, réduisant ainsi la digestibilité des aliments. Ils peuvent étre liés a la cellulose
(Alkurd et al., 2008).
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I1.1 Matiere vegétale
La variété du lierre étudiée est le lierre grimpant dont le nom scientifique est Hedera

helix figure 11.1 la plante a été récoltée en moi mai 2021 aux Aiguades dans le parc national

de Gouraya a Bejaia figure 11.2. La plante a été identifié et certifié au département de

biologie végétal de 1’universite A. Mira — Bejaia

Figure 11.2 : Site de la récolte Aiguades -parc nationale de Gouraya a Bejaia
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11.2 Préparation de I’échantillon

Les feuilles ont été séparés des branchages, et triées en deux groupes ; les feuilles matures
et les jeunes pousses elles ont été ensuite lavées a 1’eau distillée pour éliminer la poussiére et
les insectes, elles ont été ensuite séchées sur papier absorbant figure 11.3. Les feuilles séches

ont éteé ensuite conservées dans des boites hermétiques pour une utilisation future.

Figure 11.3 : Feuilles jeunes et matures du lierre grimpant Hedera Helix

11.3 Extraction des composés phénolique

11.3.1 Extraction aqueuse par décoction

Concernant I’extraction aqueuse par décoction, une masse de (10g) a été et broyée dans
un mortier puis ajoutée & 200 ml d’eau distillée, le tous a été porte a ébullition a 60°C pendant
15min. apres filtration le résidu subit deux extractions et dans les méme conditions
opératoires pour extraire un maximum de métabolite de la masse de départ. Les trois filtras

ont éteé ensuite réunis, évapores et conserves a 4°C pour une utilisation ultérieure. Figurell.4
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feilles fraiches 10q + eau
distillée 200mi
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extraction par decoction
a 60°C pendant 15 min
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a 60°C pendant 15 min
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Figure 11.4 : protocole de I’extraction aqueuse

11.3.2 Extraction par macération dans les solvants organiques

La macération est une méthode d'extraction solide-liquide la plus simple, elle consiste en
la mise en contact du matériel végétal avec un solvant ou un mélange de solvant en absence
ou en présence d’agitation, L'opération bien que généralement longue et a faible rendement,
elle est trés utilisée dans I’extraction de molécules thermosensibles (Leybros et Fremeaux.,

1990). Les solvants organiques les plus fréquemment utilisés sont : le méthanol, 1’éthanol, le
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chloroforme et I’acétone (Bohui et al., 2018). Dans notre cas le dichlorométhane, I’acétate
d’éthyle et I’acétone ont été utilisés pour 1’extractions des différents métabolites des feuilles
jeunes et matures lierre grimpant Hedera Helix.

L’échantillon végetale (10g) a été mélangé avec le solvant organique (200ml) I’ensemble a été
maintenus sous agitation moderée a température ambiante pendant 30min. Apres filtration sur
papier wattman, le résidu de filtration a subis trois extractions successives. Les filtras de
chaque extraction ont été réunis et 1I’évaporation des solvants réalisée. Les extraits secs ont été

conservés a 4°C pour une utilisation ultérieure. Figure 11.5
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:> fitrats [————)

Figure 11.5 : protocole d’extraction par macération dans les solvants organiques des feuilles

jeunes et mature de Hedera Helix
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11.3.3 Détermination du rendement des difféerentes extractions

Le rendement des différentes extractions est défini comme étant le rapport entre la masse
de I’extrait sec et la masse du matériel végeétal, il est déterminé par I’équation suivante
(Samavati et al., 2013).

mx
R% = —X 100

m()
Telle que :
R% : le rendement de I’extraction
mx : la masse de la matiére extraite sec

mo : la masse de la matiére végetal initiale

I1.4 Caractérisation et dosage des métabolites secondaires des extraits
HEDERA HELIX

11.4.1. Screening photochimique des extraits végétales
Cette identification colorimétrique permet la détection des différents métabolites
secondaires (polyphénols totaux, les alcaloides, les flavonoides, les tannins ...etc) par des

réactions de coloration et ou de précipitations de ses métabolites avec des réactifs spécifiques

11.4.2 Détection et Dosage des polyphénols totaux
v Principe

Le dosage des polyphénols totaux a été déterminé par spectrophotométrie, selon la
méthode colorimétrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu . Ce dosage est basé sur la
quantification de la concentration totale de groupements hydroxyles présents dans 1’extrait. Le
protocole utilisé est basé sur celui décrit par (Singleton et Ross., 1965) en y apportant

quelques modifications.
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v Protocole de dosage des polyphénols totaux

0.2ml de l'extrait vegetale

on y ajoute 1ml du reactif Folin-
Ciocalteu

0

on y verse 0.8ml d'une solution de
solution de Na.CO:
ar’.5%

agitation puis incubation pendant
30min dans l'obscurite

mesure de |'absorbance a 765nm

Figurell.6 : protocole dosage des polyphénols totaux

v Expression des résultats

Les teneurs en phénols totaux dans les extraits des différentes parties de la plante sont
exprimées en milligramme (mg) équivalent d’acide gallique par gramme, La quantification
des polyphénols a été réalisée par I’exploitation d’une courbe d’étalonnage tracée avec un
standard, 1’acide gallique et a différentes concentrations (0,04-0,2mg/ml) et dans les mémes

conditions opératoires que les extraits végétaux. Figure 1 Annexe.
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11.4.3 Dosage des flavonoides totaux

La réaction des chlorures d’aluminium avec les flavonoides méne a la formation d’un
complexes acide labile trés stable, entre le chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygéne
présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides.
C’est la méthode décrite par (Bahorum et al., 1996) a laquelle nous y’apporterons quelques

modifications, nous utilisons la quercétine comme étalon.

v Protocole de dosage des flavonoides

0.4ml de l'extrait vegetale

Y

on y ajoute 1.2ml de solution chlorure
daluminium Alcl3 a 10%

$

Incubation 10min

¢

mesure d'absorbance a 430nm

Figure 11.7 : protocole dosage des flavonoides

v Expression des résultats
La teneur des flavonoides est exprimée en milligramme d’équivalent de quercitrine
par gramme de poids sec de la plante. La quantification des flavonoides est réalisée par
I’exploitation d’une courbe d’étalonnage tracée avec un standard, la quercitrine a
différentes concentrations et dans les mémes conditions opératoires que les extraits

végétaux Figure 2 Annexe.
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11.4.4 Dosage des tannins condensés

La méthode a la vanilline avec I’HCl.a été adoptée pour le dosage de ses métabolites.
Cette méthode depend de la réaction de la vanilline avec le groupement flavonoide terminal
des tannins condensés et la formation de complexes rouges, I’anthocyanidols (Schofield et
al., 2001).

v" Protocole de dosage des tannins condensés

50 pl de l'extrait vegetale

|

on y ajoute 1.5ml de solution
methanolique de vanilline a 4%

4

bien melanger

$

acidifier le melange au hcl

J

incubation a temperature ambiante
pendant 20 min

l

mesure de I'absorbance a 550nm

Figure 11.8 : protocole dosage des tannins condensés

v Expression des résultats

La teneur en tannins condensés a été déterminée par la méthode de vanilline décrite
par (Julkunen-Titto, 1985). La teneur des tannins condensés est exprimée en

milligramme d’équivalent de catéchine par gramme de poids sec de la plante. La
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quantification des tannins condensés est réalisée par 1’exploitation d’une courbe
d’étalonnage tracée avec un standard, la catéchine a différentes concentrations et dans les

mémes conditions opératoires que les extraits végétaux Figure 3 Annexe.

11.4.5. Dosage des saponosides
Pendant les extractions aqueuses des feuilles jeunes et matures du lierre grimpant la
formation d’une mousse persistante a été remarquée, ce phénomeéne est tres souvent expliqué

par la présence de saponosides dans les extraits du lierre (Himour et al., 2016).

Affin de confirmer la présence de ces saponines dans notre extrait aqueux, nous allons
calculer I’indice de mousse de notre extrait, I’indice de mousse nous indique la concentration
minimale pour laquelle nous obtenons une mousse de plus de 1cm apres agitation, I’indice de

mousse est calculé comme suite :

Im=1xV/C
Im : I’indice de mousse.
C : concentration de I’extrait aqueux dans le premier tube ou la hauteur de la mousse dépasse
lcm.

V : volume totale dans le tube.

v" Protocole

On prepare 10 tubes a essais contenant I’extrait aqueux a des concentrations différentes,

telle que le volume totale dans chaque tube est de 10ml, selon le tableau I1.1

Tableau I1.1 : tableau des volumes des tubes pour le test des saponosides

Tube 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Volume 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
extrait ml
Volume eau 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
ml

Le contenu de chaque tube a été vigoureusement agité pendant 15 secondes et laissé

ensuite au repos pendant 10 minutes. La formation d’une mousse persistante confirme la
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présence des saponosides dont la concentration est déterminée par une simple mesure avec

une regle graduée de la hauteur de cette mousse. (Karumi et al., 2004).

11.4.6. Chromatographie sur couche mince CCM

C’est une technique d’analyse quantitative qui permet la séparation des constituants d’un
mélange, selon la polarité des molécules. A I’égard de deux phases, I’une stationnaire ou fixe
et I’autre mobile.

La phase stationnaire est une couche fine de silice (ou un autre gel) déposée sur un
support approprié tel que les plaques de verre, plaques de polyester ou d’aluminium. Par
contre la phase mobile est un solvant ou un mélange des solvants, nommeée éluant.

L’¢luant migre le long de la phase stationnaire par capillarité et entraine les composés du

mélange a séparer. Figure 11.9

Figure 11.9: Analyse qualitative par chromatographie sur couche mince C.C.M

11.4.7 La chromatographie sur colonne de silice

La chromatographie sur colonne est une technique séparative analytique. Elle consiste a
faire migrer les constituants a séparer sur une phase stationnaire a I'aide d'une phase mobile,
cette méthode separative permet l'identification et le dosage des différents composés d'un

mélange en I’associant a des méthodes spectrophotométriques tel que UV-Vis ou IR.

La colonne en verre équipée d'un verre fritté et d'un robinet est remplie d'une poudre,

généralement de I'alumine ou de la silice, un solvant ou un mélange de solvant. Selon la
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nature de I'éluant et du contenu de la colonne, certaines molécules sont plus facilement éluees
que d’autres. Figure 11.10

Figure 11.10 : colon ne chromatographique

11.4.8 Chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC)

L'HPLC est l'une des techniques les plus employées dans les laboratoires d'analyse
chimiques. Elle permet I'identification, la séparation et le dosage de composés chimiques dans
un mélange. Sa grande précision permet la recherche de traces et il est possible de la coupler a
un spectrometre de masse pour une identification plus précise des composés analysés. Les
composés a séparer (solutés) sont mis en solution dans un solvant. Ce mélange est introduit
dans la phase mobile liquide (éluant). Suivant la nature des molécules, elles interagissent plus
ou moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé colonne chromatographique.

L’ensemble des composants d’une HPLC (UltiMate 3000) impliquées dans 1’analyse est

représentés sur la figure 12 Annexe.
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11.4.9 La spectrophotométrie (UV-vis)

La spectroscopie ultraviolet-visible (UV-vis) est utilisée pour mesurer 1’absorbance d’un

composé en solution. Elle couvre une plage de longueurs d'onde de 800 a 200 nm (Long et

al., 1997). L’ensembles des composantes et le fonctionnement d’un appareil UV-vis est

représenté sur la figure 11.13. Dans notre étude un spectroscan50 a été utilisé. La loi Beer-

Lambert permet de calculer la concentration d’un composé de la solution a partir de son

absorbance par I’exploitation d’une droite d’étalonnage (Swinehart et al., 1962). Elle est

donnée par la relation suivante :

Telle que :

A=¢clc

A : est I'absorbance (sans unité, généralement considérée comme unités arbitraires)

& : est l'absorptivité molaire du composé ou de la molécule en solution (M*cm™)

L : est la longueur du trajet optique de la cuvette ou porte-échantillon (généralement 1 cm),

c : est la concentration de la solution (M)

flux de référence
faizecan de lamidre

) porie réfErence \\,
polychromatigue Iy, i

;g

Source Monochromatenr .
polvehromatigue

f,.-l,
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sysiéme diviseur de faisceau @ miroir iowrnant
o vibrant
flux essai
sysieme rassemibleur
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mirgir tournant ou vibrane

Figure 11.12 : Les composantes et fonctionnement d’un spectrophotometre Uv-Vis a double

faisceau
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I1.5. Les tests de Pactivité biologique de I’extrait de I’Hdera helix

11.5.1. Etude de I’activité anti-radicalaire in vitro par le Test au DPPH

Les réactions biochimiques dans le corps générent des espéces réactives de l'oxygene
(ROS) et des radicaux libres, qui peuvent endommager par oxydation I’ADN et les protéines,
entrainant certaines maladies notamment des cancers. L'action néfaste des radicaux libres peut
étre bloquée par des antioxydants qui neutralisent ces radicaux et éliminent leurs effets
dommageables sur les constituants cellulaires (Szabo et al., 2007).

Pour diminuer I’oxydation dans notre métabolisme, des antioxydants synthétiques
traditionnels tels que la vitamine C contenu dans les fruits notamment les agrumes sont
utilisés depuis plusieurs décennies, Cependant, ces antioxydants fabriqués sont suspectés de
présenter des effets négatifs sur la santé humaine. D’ou, un intérét croissant de trouver des
antioxydants naturels tels que ceux contenus dans les feuilles du lierre (Molyneux et al.,
2004).

v’ Principe

Le test DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) est une méthode largement utilisée dans 1’analyse
de I’activité antioxydante des molécules, en effet, le DPPH' se caractérise par sa capacité a
produire des radicaux libres stables et la présence de ces radicaux DPPHe donne lieu a une
coloration violette foncée de la solution. La réduction des radicaux DPPHe par un agent
antioxydant entraine une décoloration de la solution figure 11.13. Le changement de couleur
peut étre suivie par spectrophotométrie a 515nm et de cette facon le potentiel antioxydant

d'une substance ou un extrait de plante peut étre déterminée (Mishra et al., 2012).

WIDLLT

Figure 11.13 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test du radical DPPH
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v" Protocole

0,25ml de I’extrait végétale

l

En présence de 1 ml de la solution méthanolique de DPPH: (4 mg/l)
(Coloration Violet)

|

Incubation dans I’obscurité pendant 30 min et & la température ambiante

(décoloration des solutions)

l

La lecture des absorbances a 515 nm

Figure 11.14 : Protocole de dosage anti-radicalaire in vitro par le test au DPPH

» En ce qui concerne le controle négatif, une solution méthanolique de DPPH, et le méthanol

comme blanc.
L’activité anti radicalaire en utilisant la méthode DPPH' est exprimée selon la relation

suivante :

Activité anti antioxydante : (%) = [(Ae - A1)/ Ae] X100

Ae: Absorbance du contrdle négative DPPH- Seul

Ar: Absorbance de I’extrait en présence du radical DPPH

L’efficacité antioxydante des extraits vegétaux etudiés a été comparée avec un

antioxydant puissant, & savoir la vitamine C (le contrdle positif).

v' Le test avec I’acide ascorbique (Le controéle positif)
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L’évaluation de I’efficacité antioxydante des extraits aqueux des parties aériennes du
coquelicot rouge a été réalisee en comparaison avec un antioxydant réputé puissant, la

vitamine C (acide ascorbique)

v Protocole d’analyse
Une série de solutions de concentrations différentes de chaque extrait aqueux de feuilles
jeunes et matures et de I’acide ascorbique, (0,05, 0,1, 0,15, 0,175 et 0,2g/l) ont été préparées

en présence du radical DPPH- Avec le protocole décrit dans la figure 11.14

v Expression de résultats

L’exploitation de la courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique tracée dans les mémes
conditions d’analyse que les extraits vegetaux a permis 1’évaluation de [I’efficacité
antioxydante de ses derniéres et aussi la détermination de la concentration inhibitrice médiane
(1C50).

v' L’activité antiradicalaire (AAR)

L’activité¢ anti radicalaire (AAR) est considérée comme étant I’inverse de la valeur de
ICso trouvée.
AAR= 1/ICso

AAR : Activité anti radicalaire

ICso : La quantité de substance d’antioxydant nécessaire pour réduire 50%

v" Calcul des I1C50
L’IC50 représente la quantité de substance d’antioxydant nécessaire pour réduire 50% de
la quantité de DPPH-" Initialement présente. Elle est exprimée en pg/ml d’extrait végétal.
L’IC50 (%) est obtenue par 1’équation de la droite moyenne du pourcentage de DPPH
résiduel en fonction de la concentration en antioxydant. La plus forte activité anti radicalaire

correspond a la fraction qui possede 1’1C50 la plus faible. (Carmen et al., 2017).

1Cs0 (%)=50/a

a : représente la pente de la régression linéaire.

11.5.2 Activité antibactérienne des extraits vegétaux de I’Hdera helix
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La concentration minimale inhibitrice est définie comme étant la concentration la plus
basse rapportée pour donner une inhibition compléte des bactéries testées aprés 48 heures
d'incubation (Wan et al., 1998 ; Canillac et Mourey., 2001).

Les plantes contiennent de nombreux composés doués d’une action antimicrobienne, ces
constituants comprennent les composés phénoliques, les flavonoides, les huiles essentielles et

les triterpenoides (Rojas et al., 1992)

v" Souches bactériennes :
Les souches bactériennes Escherichia coli (ATCC 25922) et Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) ont été choisies pour leurs pathogénicité et leurs implication fréquente dans de

grave infections

v Protocole du test antibactérien

Le protocole du test antibactérien est réalisé suivant des étapes décrites sur la figure 11.12
e Le milieu de culture utilisé dans ses tests est la Gélose Mueller Hinton, coulé dans des
boites de pétri ou on a ensemencé sur la surface entiere la suspension bactérienne et a trois
reprises en tournant la boite a environ 60° apres chaque application pour avoir une
distribution égale de I’inoculum.
e Des disques stériles de papier Wattman N° 3 ont été imbibés délicatement avec les extraits
vegétaux (20 pl) repris au préalable avec le Diméthyle sulfoxyde (DMSO) (97mg/ml) et
déposés sur la surface de la gélose, les boites sont ensuite incubées pendant 24 h a 37 °C.
e L’activité antibactérienne a été déterminée ensuite en mesurant le diamétre de la zone

d’inhibition autour des disques avec une régle.

Etape 1 Etape2
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Etape 3 Etape 4

Etape 5

Figure 11.15 : Protocole du test antibactérien
11.6 Préparation d’un sirop a base de feuilles mature d’Hedera helix
Pour les nombreux effets thérapeutiques d hedera helix, un sirop a base des extraits des

feuilles matures de ce dernier a été confectionné comme antioxydant et antibactérien.

v" Protocole

A\

Porter a ébullition 80ml d’eau.

> Incorporer hors du feu la matiére végétale (89) et laisser infuser sous couvert pendant
20 min.

> Apreés filtration, peser I’extrait.

» Rajouter un poids en sucre égale au poids de I’extrait (1:1).
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» Remettre le mélange sur le feu jusqu'a la premiere ébullition et laisser frémir pendant 5
min.

» Verser le contenu dans des bouteilles stérilisées.
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I11.1 Rendement de I’extraction

111.1.1 Extraction par décoction dans I’eau
Les rendements des trois extractions successives des feuilles jeunes et matures de

I 'Hedera helix sont représentés sur la figure 111.1.

Rendement en %

o N W s~ 0

1 2 3

mJEUNE = MATURE

Figure 111.1 : Les rendements d’extraction des feuilles jeunes et matures de | 'Hedera helix

Le diagramme, de la figure 111.1 montre clairement que la premiére extraction présente le
meilleur rendement avec 7.293% pour les feuilles jeunes et 7.750% pour les feuilles. Ce taux
diminue considérablement avec la succession des extractions. Le meilleur rendement est
attribué  aux feuilles matures pour chaque extraction. Le résultat de notre étude est en
accord avec les travaux de (Oscar et al., 2012) sur Lippia origanoides ou les feuilles plus

matures présentaient des rendements d’extraction plus important que les jeunes feuilles.
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111.1.2 Extraction par macération dans des solvants organiques a polarité

différentes

Les rendements des trois extractions successives des feuilles jeunes et matures de

I 'Hedera helix dans les différents solvants organiques sont représentés sur la figure 111.2

Rendement de |'extraction

ACETONE A ETHYLE DICHLORO

L T N "4 = T B v <]

M Fuilles jeunes  m Feuille matures

Figure 111.2 : Les rendements d’extraction des feuilles jeunes et matures de | 'Hedera helix

Il a été constaté d’apres les résultats obtenus que les feuilles matures donnent toujours le
meilleur rendement par apport aux jeunes feuilles et pour les différents solvants. Ce dernier
évolue dans cet ordre : eau (7.750% pour les feuilles mature/ 7.293% pour les feuilles jeunes)
> acétone (7.750% pour les feuilles mature/ 3.99% pour les feuilles jeunes) > I’acétate éthyle
(0.57% pour les feuilles matures, / 0.41% pour les feuilles jeunes) > le dichlorométhane

(0.24% pour les feuilles matures/ 0.205% pour les feuilles jeunes.

La différence observée peut étre expliquée par la différence croissante de la polarité, des
solvants utilisés, Les composes phénoliques contenus dans nos extraits sont par définition
polaires, ils seront donc plus susceptibles de se dissoudre dans les solvants les plus polaire.

Le méme résultat a été observé par (Boumerfeg et al., 2012) dans 1’extraction des

composés phenoliques de la plante Polium Teucrium.
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111.2 Résultats de I’identification qualitative et quantitative

I11.2.1. Tests phytochimiques
Les résultats des tests phytochimiques des différents métabolites secondaires extraits des
feuilles jeunes et matures de I’Hedera helix par décoction et macération et avec les différents

solvants ont été résumés dans le tableau 111 .1.

Tableau I11.1 : résultat des tests phytochimique
Résultat

Apercu

Test

Age de
Solvant )
la feuille

Polyphenols

totaux : reactif Positif

Jeunes

Folin-Ciocalteu
g Flavonoides : .
; Positif

AlCls

i
i
i

j\

Tannins
condensés :
Vanilline

Positif

Tannins galliques : -
Positif

FeClI3
polyphenols totaux | Positif
Flavonoides : -
Positif

Eau

Matures

AlCl
Tannins

e condensés :
i : Vanilline

Positif

Tannins galliques :
Positif
FeClI3
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Polyphenols
totaux : reactif Positif

Folin-Ciocalteu

il g flavonoides Positif

& Tannins

Jeunes , .
condensés : Positif

Vanilline

Tannins galique Positif

Polyphenols
Acétone totaux : reactif Positif

Folin-Ciocalteu

Flavonoides :
AICl;

Tannins

Positif

condensés : Positif

(B

Matures
Vanilline

Tannins galliques :
FeClI3

Positif

Polyphenols
totaux : reactif Positif

Folin-Ciocalteu

Flavonoides :
AlCls

Tannins

Positif

Acétate
d'éthyle

Jeunes condensés : Positif

Vanilline

Tannins galliques :
FeClI3

Positif




Matures
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Polyphenols
totaux : reactif Positif

Folin-Ciocalteu

Flavonoides :
AlCls

Tannins

Positif

condensés : Positif
Vanilline

Tannins galliques :
FeCI3

Positif

Dichloro-

méthane

Jeunes

Polyphenols
totaux : reactif Positif

Folin-Ciocalteu

Flavonoides :
AlCls

Tannins

Positif

condensés : Positif

Vanilline

Tannins galliques :
FeCI3

Positif

Matures

Polyphenols

totaux : reactif N
o Positif
Folin-Ciocalteu

Flavonoides :
AlCls

Tannins

Positif

condensés : Positif

Vanilline

annins galliques :
FeClI3

Positif
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La réponse positive des tests photochimiques dans les extraits de Hedera helix avec des
réactifs spécifiques a chaque type de métabolite a confirmer la présence de métabolites
secondaires importants de par leurs activités thérapeutiques tel que les polyphénols, les
flavonoides, ainsi que les tannins (condenses et galliques). Leur concentration varie avec la
nature du solvant ainsi que la méthode d’extraction. Il a été clairement remarqué que 1’eau
suivi par 1’acétone sont des solvants polaires efficace pour I’extraction d’une large gamme de
métabolites secondaire. (grauso et al., 2009). Par contre I’acétate d’éthyle et le
dichlorométhane restent des solvants potentiels pour I’extraction de certains métabolites mais
moins efficace que 1’eau et I’acétone. Les tests negatifs des anthocyanes confirment 1’absence

de ses métabolites dans les extraits de Hedera helix.

v’ Test des saponines

Le test de la détection des saponines dans les extraits végétaux a été confirmé par la
présence d’une mousse persistante. L’ensembles des résultats obtenus sont représentés dans
le tableau I11.2.

Tableau 111.2 : hauteur de la mousse selon le tube
Tube 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Hauteur de la
0 08 | 1.8 | 26 | 35 | 37 4 41 | 44 | 46
mousse en (cm)

Conformément aux resultats du tableau I11.7 il a été constaté que la hauteur de la mousse
est supérieure a 1cm a partir du 3 éme tube, ce qui correspond a un Im>500, ce qui nous
permet d’affirmer que le lierre grimpant est riche en saponosides. (Karumi et al., 2004)

111.2.2 Chromatographie sur couche mince (C.C.M)

Pour une caractérisation partielle des différents extraits du lierre grimpant, une
chromatographie sur couches minces (CCM) a été réalisée avec le systéme solvant :
méthanol/l acétate d’éthyle / d’eau désilée : (35ml /10ml /5ml) permettant d’avoir une bonne
séparation et une visibilité acceptable des spots a deux différentes longueurs d’ondes a 254
nm et 365 nm L’ensembles des résultats de I’analyse C.C.M sont représentés dans le Tableau
1.3
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Tableau I11.3 : Reésultats de I’analyse CCM a 365nm des extraits végétaux du lierre grimpant

Spots Rf Observation
1 0.212 Fluorescence rouge
2 0.658 Fluorescence orange
3 0.764 Fluorescence orange
4 0.847 Fluorescence bleu
5 0.871 Tache de couleur marron
6 0.924 Fluorescence bleu

L’analyse par chromatographie sur couche mince (C.C.M) est une méthode de séparation
et de caractérisation qui permet 1’identification partielle des principales familles de
métabolites secondaires a savoir les polyphénols, les flavonoides, et les tannins qui fluoresce
respectivement dans le domaine de 1’ultraviolet en bleu, orange, et rouge (Grauso L et al.,
2019).

Et en effet le tableau montre plusieurs spots ce qui confirme 1’existante de plusieurs
composés phénoliques dans I’extrait de Hedera helix, a savoir : des polyphenols avec un Rf
0.924 et 0.847 qui fluorescent bleu sous lampe UV, Les flavonoides avec un Rf 0.658 et 0.764
qui donne une fluorescence orange sous UV, mais aussi des tannins qui a cause de leurs grand
poids moléculaire migrent lentement sur la plaque et apparaissent avec Rf 0.212donnant une

fluorescence rouge a 365nm. (Shawky et al., 2019).

111.2.3 Chromatographie sur colonne de silice

Une autre manicre d’évaluation qualitative est la chromatographie sur colonne, 1’¢luant
utiliser est le méme que celui pour la CCM, le volume de 1’éluant emportant chaque
constituant de I’extrait végétal aussi appelé fraction est récupéré et analysée par Uv-Vis, les
spectres Uv-Vis des fractions récupérées figurent dans I’Annexe.
v L’identification spectral Uv-Vis de la premiere fraction sortie de la colonne Figure 5
Annexe montre deux bandes d’absorbances a 258 et 375 nm, qui peuvent correspondre a des
polyphénols (Catauro et al., 2015).
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v’ Concernant la fraction 2, Figure 6 Annexe deux bandes d’absorbances a 210nm et 283
nm, qui peuvent correspondre a des flavonoides (Kafley et al., 2006).

v' Le spectre Uv-Vis de la fraction 4, Figure 7 Annexe indique la présence de deux bandes
d’absorbances a 211nm et 328 nm, qui peuvent correspondre a des tannins (Medina et al.,
2017).

111.2.4. Chromatographie liquide a haute performance HPLC

L’ensembles des analyses ont été réaliseés sur un appareil HPLC (UltiMate 3000), sur une
colonne C18, la phase mobile ; un mélange de solvants (35ml /10ml /5ml), la longueur d’onde
290nm avec un temps de d’analyse de 40min, les chromatogrammes correspondent aux
extraits des feuilles jeunes et matures de I’Hedera helix sont représentés respectivement sur la
Figures 8 et Figure7 Annexe.

Il a ete constaté que 1’allure des chromatogrammes relatifs aux deux extraits (feuilles
jeunes et matures ) est identique, un pic intense a été constaté avec Rt = 1.775min dans les
deux extraits avec une intensité supérieure dans le cas des feuilles matures, ce dernier peut
correspondre  aux flavonoides spécifiquement la quercitrine qui a un (Rt =1.8min)
(Plantarum et al., 2012), le pique avec (Rt=2.05min) peut s’agir des tannins en particulier
la catéchine avec (R¢=2.1min), (Souad et al., 2014).

111.3 Dosage des composes phénoliques

111.3.1 Dosage des polyphénols

Une des caractéristiques des polyphénols, qu’ils partagent généralement avec 1’ensemble
des métabolites secondaires, est de montrer une répartition tres inégale chez les différentes
especes végétales et, pour une méme espéce, selon la variété et le stade d’évolution
physiologique (Macheix et al., 2005)..La présentation de la quantité des polyphénols totaux
extraits des feuilles jeunes et matures de lierre grimpant avec les deux méthodes d’

extractions et les différents solvants est représentée sur la Figure 111.3
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Polyphenols en mg Eq AG/g ms

ACETONE ETHYLE ACETATE  DICHLOROMETHANE

= = [ ]
=] %] =] %3]

mg Eq AG/g ms

%]

M Feuille jeune  m Feuille mature

Figure 111.3 : teneur en polyphénols totaux extraits des feuilles jeunes et matures de lierre

grimpant

Il a été remarqué que les feuilles matures présentent une teneur en polyphénols
importante en comparaison avec les feuilles jeunes. Cette supériorité varie avec le solvant
d’extraction, 1’extrait présentant la plus grande teneur en polyphénols est I’ecau avec 19.28
(mg Eq AG/g ms) pour les feuilles jeunes et 20.48 (mg Eq AG/g ms) pour les feuilles
matures. L’extrait avec I’acétone ; 17.68 (mg Eq AG/g ms) pour les feuilles jeunes et 18.72
(mg Eq AG/g ms) pour les feuilles matures. L’extrait avec acétate d’éthyle présente un taux
de polyphénols de 5.88 (mg Eq AG/g ms) pour les feuilles jeunes et 6.88 (mg Eq AG/g ms)
pour les feuilles matures, le solvant qui donne le taux le plus bas est le dichlorométhane.)), les
résultats de notre extraction sont en accord avec les travaux (lvan Bezruk et al., 2020) avec
une légére différence dans le taux des polyphénols qui peut étre et justifiée par la période de
récolte et les conditions météorologique.

111.3.2 Dosage des flavonoides

Les résultats du dosage des flavonoides des extraits végetaux Figurelll.4 montrent
clairement que les feuilles matures présentent une teneur plus importante en flavonoides par
apport aux jeunes feuilles, et cette difféerence a été constatée avec tous les solvants
d’extraction, 1” extrait aqueux présente le taux le plus intéressant (7.2 (mg Eq Q/g ms) pour
les feuilles jeunes / 8.64 (mg Eq Q/g ms) pour les feuilles matures), suivi par I’acétone (7.04
(mg Eq Q/g ms) pour les feuilles jeunes/ 8.16 (mg Eq Q/g ms) pour les feuilles matures),
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I’extrait avec 1’acétate d’éthyle présente un taux moins intéressant. Le solvant qui donne le
taux le plus bas est le dichlorométhane (0.42 (mg Eq Q/g ms) pour les feuilles jeunes /0.5 mg
Eq Q/g ms pour les feuilles matures).

Flavonoid en mg Eq Q/g ms

ACETONE ETHYLE ACETATE  DICHLOROMETHANE

mg Eq Q/g ms
A o ® b

o]

M Feuills jeune  m Feuille mature

Figure 111.4 : Les teneurs en flavonoides des extraits végétaux du lierre grimpant dans les

différents solvants

111.3.3 Dosage des Tannins

Concernant le dosage des tannins dans les extraits du lierre grimpant il a été constaté que
les feuilles matures présentent une teneur plus importante en tannins que les feuilles jeunes
Figure I11.5, et cette différence comme dans le cas des flavonoides dépend de la nature du
solvant d’extraction et varie de la méme maniére. Le solvant présentant la plus grande teneur
en tannins est I’eau (1.598 (mg Eq C/g ms) pour les feuilles jeunes / 1.753 (mg Eq C/g ms)
pour les feuilles matures), suivi par 1’acétone, I’extrait de 1’acétate d’éthyle (0.487 (mg Eq C/g
ms) pour les feuilles jeunes / 0.588 (mg Eq C/g ms) pour les feuilles matures), le solvant qui
donne le taux le plus bas est toujours le dichlorométhane (0.056 (mg Eq C/g ms) pour les
feuilles jeunes / 0.07 (mg Eq C/g ms) pour les feuilles matures). Les résultats de notre étude

correspondent aux résultats obtenus par (Ali Zaiter et al., 2017).
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tannis en mg Eq C/g ms

ACETONE ETHYLE ACETATE DICHLOROMETHANE
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Figure I11.5 : Les teneurs en tannins dans les extraits végétaux de lierre grimpant avec les

différents solvants

I11.4 Résultats des tests de D’activité biologique des extraits végétaux de

Hedera helix

111.4.1 Résultats des tests de P’activité antiradicalaires in vitro des extraits
des feuilles jeunes et matures de Hedera helix

L’activité anti radicalaire des extraits végétaux Hedera helix, dans les différents
solvants est représentée respectivement sur la Figure 111.7. 1l a été clairement constaté que les
extraits aqueux et organiques des pétales et des feuilles présentent une activité anti radicalaire
importante, (disparition de la couleur bleue du radicale DPPH), et cette efficacité évolue dans
ordre suivant : eau >acétone > acétate d’éthyle > dichlorométhane figure 111.7. Le meilleur
taux d’inhibition est alloué aux extraits aqueux ; 78.32% pour les feuilles matures et 76.72 %
pour les feuilles jeunes, les extraits dans le dichlorométhane ont eux aussi présentés un taux
d’inhibition intéressant 54.24% pour les feuilles matures et 51.34% pour les feuilles jeunes
Tableau I11.4. L’efficacité anti radicalaire du lierre grimpant a aussi été constatée dans les
travaux de (Nowak et al., 2007), et cette efficacité prononcée dans les feuilles matures peut
étre expliquée par leurs richesses en composes phénoliques par apport aux jeunes feuilles.

Le Pouvoir anti radicalaire des extraits végétaux du lierre a été mis en avant par

comparaison avec un antioxydant puissant a savoir I’acide ascorbique Tableau I11.5. Les
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extraits aqueux des feuilles matures et jeunes du lierre grimpant présentent une efficacité anti

radicalaire proche des 60% méme des faibles concentrations (0.05mg/ml), une efficacité qui

reste assez proche de celle de I’acide ascorbique (75%). Cette efficacité et relative a la

concentration des extraits pour 0.2 mg/ml (80% pour les feuilles matures et 75% pour les

feuilles jeunes, 90% pour 1’acide ascorbique) Figure 111.8.

10 g

et 0 0 |

Figure I11.6 : résultats des tests antioxydant avec le radical DPPH

Tableau 111.4 : Indice d’inhibition du radical DPPH dans les extraits végétaux de Hedera

hélix dans les différents solvants

Indice d'inhibition %

Feuilles jeunes

Feuilles matures

Eau 76.72 78.32
Acétone 71.76 73.49
L’acétate d’éthyle 53.89 55.68
Dichlorométhane 51.34 54.24
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Indice d'inhibition %
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Figure I11.7 : Indices d’inhibition du radical DPPH des extraits végétaux de Hedera helix

dans les différents solvants

Tableau I11.5 : Indices d’inhibition des extraits aqueux des feuilles du lierre grimpant et

I’acide ascorbique (test positif) a différentes concentrations

Concentration Indice de Feuilles Indice de feuilles Indice acide
mg/ml jeunes mature ascorbique
0 0 0 0

0.05 56.82 57.88 73.84

0.1 67.34 69.07 82.63

0.15 72.28 75.32 85.36

0.175 74.93 76.93 87.344

0.2 76.72 79.32 90.088
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Indice d'inhibition en fonction de la concentraction

100
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Indice d'inhibition %
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Concentration (mg/ml)

Feuille jeune Feuille mature Acide ascorbique

Figure 111.8 : courbe de I’indice d’inhibition en fonction de la concentration

En effet les feuilles du lierre grimpant sont est riches en composés doués d’activité
antioxydante tels que : les flavonoides, les polyphénols et les tannins, ces différents
constituants exercent ses actions antioxydantes en inhibant la production de I’anion
superoxyde, I’hydroxyle, comme ils inhibent la peroxydation lipidique au niveau des
microsomes (Bruneton, 1999). Cernant le IC50(la quantit¢é de substance d’antioxydant
nécessaire pour réduire 50% de la quantité de DPPH" Initialement présente).il a été remarqué
que I’extrait aqueux des feuilles matures et jeunes présente un IC50 pour une concentration
similaire qui se rapproche de (0.037mg/ml), elle est Iégerement inférieure dans le cas de
I’acide ascorbique (0.025mg/ml), sachant qu’une valeur 1C50 inférieure reflete une meilleure
action protectrice, I’activit¢ antiradicalaire (AAR) confirme les résultats de 1’activité

antioxydante des extraits végétaux du lierre grimpant.
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111.4.2 Résultats des tests de Pactivité antibactérienne

L’ensembles des résultats du test de sensibilité microbienne pour les deux types de
bactéries (Staphylococcus aureus (gram+) et Escherichia coli (gram-) aux extraits aqueux
des feuilles jeunes et matures du lierre grimpant sont regroupés dans le Tableau I11.6. Les
valeurs indiquées sont les moyennes de trois mesures. L’action bactériostatique se traduit par
I’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque de papier imprégné d’extrait étudié
(feuilles jeunes et matures de /’hedera helix) Figure 11 Annexe. Le diamétre de la zone
d’inhibition est relatif & la sensibilité de la bactérie a I’extrait testé et elle difféere d’une

bactérie a une autre et d’un extrait 4 un autre.

Tableau I11.6 : Diamétre des zones d’inhibition de la croissance bactérienne par les différents
extraits des feuilles de 1I’hedera helix

Souches bactériennes Feuilles jeunes Feuilles matures
Staphylococcus Aureus 6.91+0.08mm 7.040£0.06mm
Escherichia Coli / /

Les tests antibactériens Tableau 111.6 confirment I’efficacité des extraits des feuilles
jeunes et matures du lierre grimpant contre le Staphylococcus aureus(gram+) avec une zone
D’inhibition (7.040£0.06mm) pour les feuilles matures et une efficacité légérement inférieure
pour D’extrait des feuilles jeunes (6.91+0.08mm). Par contre les extraits présentes une
inefficacité trés remarquée contre Escherichia coli(gram-) Figure 10 Annexe . Ces résultats
soutiennent celle trouvés par (Zazharskyi et al., 2020) ou I’extrait d’hedera helix a présenté
un effet antibactérien contre la Staphylococcus aureus mais aucun effet sur la Escherichia
coli. L effet antibactérien de 1’extrait de /’hedera helix est attribué aux composés phénoliques
(polyphénols, flavonoides et tannins) présent dans 1’extrait notamment la quercétine et la

rutine par (Parvu et al., 2015).
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DIAMMETRE D'INHIBITION (cm)

STAPHYLOCOCCUS AUREUS ESCHERICHIA COLI

e T S R A =X N R v

W FEUILLES JEUNE  m FEUILLE MATURE

Figure I111.9 : Efficacité anti bactériennes des extraits aqueux des feuilles matures et jeunes

de I’ hedera helix (lierre grimpant)

I111.5 La préparation d’un sirop antitussif

Un sirop a effet antitussif a été préparé a partir des extraits aqueux des feuilles matures de de

I’hedera helix (lierre grimpant) ** hederasif >’ Figure 111.10

v' Posologie

Adulte : 6 a 8 cuilléres a soupe par jour a renouveler si besoin aprés un délai de 4heures
minimum.

Enfant de 8 a 12 : 2 a 3 cuilléres a soupe par jour a renouveler si besoin aprés un délai de 4
heures au minimum.

Sujets agés, en cas d’insuffisance hépatique : la posologie initiale sera diminuée de moitié et
pourra éventuellement étre augmentée en fonction de la tolérance et du besoin. (Terrai et al.,
2014).
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Figurelll.10 : Sirop préparé au laboratoire
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Conclusion

Conclusion et perspectives

L’Hedera helix est une plante connue depuis I’antiquité pour ces différents effets

thérapeutiques, qui sont due aux différents composés phénoliques que contient cette plante

étude menée sur cette plante a montré que :

v

v

L’age de la plante et le solvant d’extraction influent de maniére significative sur le
rendement de I’extraction.

Les tests phytochimiques affirment que les feuilles matures de |’hedera helix
contrairement aux jeunes feuilles sont plus riches en métabolites secondaires a savoir
polyphénols, flavonoides, et tannins.

L’étude antiradicalaire (test radical DPPH) met en avant I’efficacité antiradicalaire des
extraits vegétaux de /’Hedera helix.

Les extraits aqueux des feuilles jeunes et matures de |’Hedera helix présentent un effet
antibacterien contre le Staphylococcus aureus (gram+) et aucune efficacité contre la
Escherichia coli (gram-).

Les feuilles matures présentent un rendement, une teneur en métabolites secondaires,
un effet antiradicalaire et bactérien légerement supérieur aux jeunes feuilles /’Hedera
helix.

L’efficacité antioxydante et antibactériennes des feuilles de /’Hedera helix nous ont
inspiré a confectionner un sirop a effet antioxydant et anti bactérien.

Comme perspectives serait d’élargir I’étude antibactérienne pour d’autres bactéries de
gram + et voir ’efficacité des extraits aqueux du lierre sur des bactéries de gram (-)
autres que la Escherichia coli.

Etude de I’effet antiviral des extraits de /’hedera helix entre autres sur la covid 19 .
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Annexe



Tableau 1 : Les réactifs et leurs propriétés.

Annexe

REACTIF FORMULE MASSE PURTE
CHIMIQUE MOLAIRE %
(g/mol)
Acetate d’éthyl C4He0O2 88,11 99,8
Acetonitrile CoHsN 41,05 /
Acide HCI 36,46 35 38
Chlorhydrique
Acide sulfurique H2SO4 98.079 /
Carbonate de Na,CO3 105.98 99.8
Sodium
Chlorure AICl3 133.34 95 98
d’Aluminium
Chlorure de fer 1l FeCls 162,2 /
Chlorure de Sodium NaCl 58.44
Dichloromethane CH2CL> 84,93 100
Eau distillé H.O 18 /
Ethanol C2HeO 46,07 96
Folin-ciocalteu / / /
Hydroxyde de NaOH 39.997 /
sodium
Methanol CH30OH 375.13 99
Nitrite de sodium NaNO- 68,9953 99
Vanilline CgHsgO3 152,15 99

Il. Préparations des Réactifs :

Le réactif Folin-ciocalteu : (1 ml réactif dans10ml de H20).

Vanilline : 1 g de vanilline complété avec 100ml de H20.
FeCl3 0.1% : dissoudre 0.1 g de la poudre dans une fiole.

Na2COs3 7, 5% : dissoudre 7, 5 g de la poudre dans une fiole.

AICl3 2% : dissoudre 2 g de la poudre dans une fiole.
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Figure 11 : résultats de 1’antibiogramme sur le Staphylococcus aureus
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Figure 12 : les composants d’une HPLC (UltiMate 3000) impliquées dans une analyse

(a)compartiment de pompage, (b)compartiment d’injection et de détection



Résumé

Dans la médecine populaire, lI'extrait de Hedera Helix est beaucoup utilisé pour le traitement
d'un large éventail d’inflammations internes et externes, il est utilise sous forme de tisane,
d’infusion, de sirop, ou teinture. L’objectif de notre étude est I’extraction par deux différentes
méthodes et avec des solvants de polarité différente des métabolites secondaires que
renferment les feuilles Hedera helix ainsi que 1’évaluation de leurs activités antioxydantes et
antibacteriennes. Les identifications qualitatives et les estimations quantitatives par les
différentes méthodes photochimiques, spectrophotométriques et chromatographiques ont
confirmees la présence et le dosage de meétabolites biologiquement actifs tel que les
polyphénols, les flavonoides et les tannins et dont la concentration varie selon I’age de la
feuilles (feuilles jeunes ou feuilles mature). Les tests antibactériens ont confirmé 1’efficacité
antibactérienne des extraits de Hedera Helix contre le staphylocoque mais une inefficacité
contre I’Escherichia coli, I’activité antioxydante des extraits des feuilles a été aussi largement

démontrée. Un sirop a effet antitussif a base d’extrait de feuilles matures de I’Hedera Helix a

été confectionné le  “’Hederasif ¢’.



Abstract

In folk medicine, Hedera Helix extract is widely used for the treatment of a wide range of
internal and external inflammation, it is used as a herbal tea, infusion, syrup, or tincture. The
objective of our study is the extraction by two different methods and with solvents of different
polarity of the secondary metabolites contained in the Hedera helix leaves as well as the
evaluation of their antioxidant and antibacterial activities. Qualitative identifications and
quantitative estimates by different photochemical, spectrophotometric and chromatographic
methods have confirmed the presence and dosage of biologically active metabolites such as
polyphenols, flavonoids and tannins, the concentration of which varies according to the age of
the leaves (young leaves or mature leaves). Antibacterial tests have confirmed the
antibacterial activity of Hedera Helix extracts against staphylococcus but ineffectiveness
against Escherichia coli, the antioxidant activity of leaf extracts has also been widely

demonstrated. A cough syrup made from extract of mature Hedera Helix leaves has been

made into ¢> Hederasif ¢’.



