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Introduction

L’évolution des traitements médicaux au cours des si¢cles a ét¢ marquée par une
transition progressive des remédes traditionnels a base de plantes vers des médicaments
modernes, souvent composés de substances chimiques synthétisees. Cette évolution a permis
de développer des traitements plus efficaces et spécifiques, mais a également entrainé une
augmentation significative de la résistance bactérienne due a une utilisation accrue et parfois
inappropriée d'antibiotiques (Affi Kakou et al., 2020). La résistance bactérienne constitue
désormais un probléme majeur de santé publique a I'échelle mondiale. Pour répondre a ce défi,
il est crucial d'explorer de nouvelles approches thérapeutiques, notamment en exploitant les

propriétés antimicrobiennes et antioxydantes des remédes naturels (Zalegh et al., 2021).

Environ 80 % de la population mondiale utilise régulierement des remedes naturels
provenant de plantes, qui sont riches en diversité biologique et chimique (Zalegh et al., 2021).
Ces plantes, utilisées depuis des siécles pour leurs propriétés médicinales, continuent d'étre
une source précieuse de composés bioactifs. La région mediterranéenne, reconnue pour sa
richesse en plantes médicinales malgré sa petite superficie, abrite environ 10 % des espéces
végétales mondiales, faisant de cette région un véritable "hotspot" de biodiversité (Merioua
etal., 2013).

Les études recentes, telles que celle de Benkhaled et al. (2020), ont documenté la
diversité floristique et l'utilisation traditionnelle des plantes médicinales en Algérie, en
particulier dans la région de Tiaret. Ces travaux soulignent lI'importance de préserver ces
connaissances locales pour développer de nouvelles approches thérapeutiques efficaces contre
diverses maladies, y compris celles liées a la résistance aux antibiotiques et au stress oxydatif.

Le stress oxydatif, résultant d'un déséquilibre entre la production de radicaux libres et
la capacité de I'organisme a les neutraliser, est impliqué dans la pathogenése de nombreuses
maladies chroniques, telles que les maladies cardiovasculaires, le diabéte et certains cancers
(Liguorietal., 2018). Les antioxydants naturels présents dans les plantes médicinales peuvent
jouer un role crucial dans la prévention et le traitement de ces maladies en neutralisant les
radicaux libres et en protégeant les cellules contre les dommages oxydatifs (Prior et Cao,
2000).

Notre étude s'inscrit dans ce contexte en explorant spécifiquement Cistus clusii, une
plante médicinale de la famille des Cistaceae, pour évaluer son potentiel en tant que source

d'antioxydants et d'agents antimicrobiens. Cette recherche vise a contribuer a la valorisation
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des ressources locales de Tiaret et a enrichir le domaine de la médecine naturelle et de la
pharmacologie moderne. En examinant les propriétés phytochemiques et les activités
biologiques de Cistus clusii, nous espérons identifier des composés bioactifs susceptibles de
devenir des candidats prometteurs pour le développement de nouveaux traitements contre les

infections résistantes aux antibiotiques et les maladies liées au stress oxydatif.
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Chapitre | Généralités sur Cistus clusii

I.1. Présentation de la famille des Cistaceae

Le terme "Cistes" pour désigner cette famille de plantes provient du mot grec "kisthos",
signifiant capsule, tel que défini par Joseph Pitton de Tournefort (Baillon, 1872).

Les plantes de cette famille des Cistaceae, souvent trés parfumées, est populaire dans
l'industrie des parfums et pour leurs usage décoratif. Leur capacité a s'adapter aux incendies,
grace a la résistance de leurs graines, leur permet de réensemencer rapidement les zones
foresti¢res dévastées lors de la saison suivante (Herranz et al., 1999).

La famille des Cistaceae se compose de 20 especes, avec des especes a fleurs violettes
et a fleurs blanches (Figure 1) (Guzman et Vargas, 2005).

La famille des Cistaceae comprend des plantes a fleurs caractérisées par des feuilles
simples, alternes ou opposées, souvent persistantes et généralement recouvertes de glandes.
Les fleurs sont généralement solitaires et axillaires, avec cinq sépales et pétales distincts,
souvent blancs ou jaunes. Les étamines sont nombreuses et les fruits sont des capsules ou des
baies. Les membres de cette famille se trouvent principalement dans les régions
méditerranéennes et présentent une grande diversité morphologique et écologique (Di Turi et

al., 1997).

Famille des Cistacées

( |
\ )

Genre

Tuberatia Genre Cistus

Genre
Lechea

Genre

T. globulariifolia .o
Halimium

I guitata

C.albidus L
C.ereticus L
C. ladanifer
C. [aurifolius
C. salvifolius
C. clusi

Genre G F Genre
) enre Fumana
Helianthemum Crocanthemum

| ' v

& acgypuiacuum, F. Ericoldes C. argenteumn

H almé'ﬂf'r‘ﬁﬁ‘ F. Fontanesili C. pringlei
H. apennimiun,

H Canim
H. grandiflorium,
H. kahiricum
H. [edifolium

H.atriplicifolium
H.commutanim
H. halimifolivm
H. [asiantlum
Hocynioides
Humbellatum

Lechea tripetala

F. thymifolia.

Figure 1 : Organigramme général de la famille des Cistaceae (NCBI, 2014)
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1.2. Cistus clusii

La plante Cistus clusii, également connue sous le nom de Ciste a feuilles de romarin,
est un arbuste aux feuilles aromatiques qui ressemblent a celles du romarin (Warburg, et al.,
1968).
1.2.1. Description botanique

Cistus clusii est un arbuste trés ramifié pouvant atteindre 1 m de hauteur. Ses feuilles
sont étroitement linéaires, généralement longueur de 1 a 2.5 cm et largeur de 1 a 2 mm, avec
des bords révolutés, vertes sur la face supérieure et densément recouvertes de poils courts sur
la face inférieure, ce qui leur donne un aspect blanchatre. Les fleurs sont disposées en cymes
en forme d'ombelle avec jusqu'a 12 fleurs individuelles, chacune mesurant de 2 a 3 cm de
diamétre, avec cinq pétales blancs et trois sépales, de 5 a 8 mm de long. Les pédoncules des
fleurs (pédoncules et pédicelles) ainsi que les sépales sont recouverts de longs poils blancs. Le

style est court, les fruits sont des capsules ou des baies (Figure 2) (Warburg, et al., 1968).

Figure 2 : Espéce Cistus clusii (ABI, 2018)



Chapitre | Généralités sur Cistus clusii

1.2.2. Systématique

Selon la plateforme Flora Europaea (2024), « Une base de données qui fournit des
informations sur la flore de 1'Europe, y compris la classification taxonomique des plantes
présentes dans la région ». Cistus clusii appartient au :

- Régne : Plantae (plantes)
- Division : Magnoliophyta (plantes a fleurs)
- Classe : Magnoliopsida (dicotylédones)
- Ordre : Malvales
- Famille : Cistaceae (Cistacées)
- Genre : Cistus
- Espéce : Cistus clusii
1.2.3. Répartition géographique

Les membres de la famille des Cistaceae sont largement répandus dans les régions
méditerranéennes, notamment en Europe méridionale, en Afrique du Nord, au Moyen-Orient
et en Asie centrale. Ils sont également présents dans certaines parties de I'"Amérique du Nord
et du Sud, ainsi que dans quelques régions d'Asie de I'Est. Ces plantes préférent les climats
chauds et secs et sont souvent trouvées dans des habitats ouverts tels que les maquis, les
garrigues, les landes et les zones coticres (Quézel et Santa, 1962).

1.2.4. Domaines d'application

0,

% Industrie pharmaceutique et médecine alternative

Cistus clusii et les especes du genre Cistus sont reconnues pour leurs propriétés
médicinales et sont couramment utilisées en médecine alternative :

En médecine traditionnelle, les especes du genre Cistus, telles que Cistus
monspeliensis, Cistus salviifolius et Cistus albidus, sont largement utilisées en Espagne, en
Italie (la médecine populaire méditerranéenne) comme tisane pour applications thérapeutiques
(contre de diverses maladies de peau, rhumatismes, fievre et diarrhée) (Rebaya, 2016). Ces
plantes sont connues pour leurs propriétés antimicrobiennes, antitumorales, antivirales et anti-
inflammatoires. Les extraits de Cistus sont utilisés pour traiter des affections, et comme agents
antispasmodiques (Rhattas, 2016).

De plus, les métabolites secondaires présents dans les plantes du genre Cistus, tels que
les polyphénols, les flavonoides, sont utilisés en thérapeutique pour leurs effets

vasculoprotecteurs, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants (Rhattas, 2016).
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% Industrie cosmétique
Soins de la peau, les extraits des Cistacées sont intégrés dans des créemes et des lotions
pour leurs effets anti-age et protecteurs contre les dommages environnementaux (Gonzalez et
al., 2016).

Produits capillaires, les antioxydants présents dans ces extraits contribuent a la santé
des cheveux en les protégeant des radicaux libres et en améliorant leur brillance (Pripdeevech
et al., 2010).

% Industrie des parfums

Les Cistacees, et particulierement C. albidus, C. salvifolius, sont populaires dans
I'industrie des parfums pour leurs résines odorantes.

Production de parfums, elles ajoutent des notes balsamiques et boisées aux parfums,
offrant une profondeur et une longévité aux fragrances (Ascrizzi et al., 2017).

Produits aromatiques, les résines sont également utilisées dans les huiles essentielles
pour leurs ardmes apaisants et relaxants (Verdu et al., 2000).

% Restauration écologique et conservation

Les Cistacées jouant un réle crucial dans la régénération des écosystemes,
particulierement dans les régions méditerranéennes :

Rehabilitation post-incendie, les graines de Cistus clusii sont résistantes aux
températures élevées, ce qui permet a la plante de recoloniser rapidement les zones touchées
par les incendies. Cette capacité est essentielle pour stabiliser les sols et restaurer la végétation
(Herranz et al., 1999).

Prévention de I'érosion ses racines profondes aident a ancrer le sol, réduisant ainsi
I'érosion, surtout dans les environnements arides et semi-arides (Bastida et al., 2005).

% Usage ornemental

Cistus clusii est également apprécié pour son utilisation dans I'aménagement paysager
et la décoration :

Jardins et espaces verts, ses fleurs attrayantes et sa résistance a la secheresse en font
une plante idéale pour les jardins méditerranéens et les espaces verts urbains (Guzman et
Vargas, 2005).

Plantes décoratives, les fleurs, genéralement blanches ou violettes, apportent une

touche esthétique aux compositions florales et aux bordures decoratives (Di Turi et al., 1997).
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I1.1. Composés phénoliques

% Introduction
Les composés phénoliques caractérisés par un cycle aromatique contenant un ou

plusieurs groupes hydroxyles, peuvent exister sous forme de molécules uniques ou
polymerisées. En fonction de leurs structures, ces composés sont divisés en plusieurs groupes,

les principaux étant les acides phénoliques, les flavonoides et les non-flavonoides.

Les propriétés antioxydantes de ces composés sont attribuées a leurs propriétés rédox
et a leur structure chimique, qui leur permettent de neutraliser les radicaux libres, de chélater
les métaux et de décomposer les peroxydes. Ces propriétés retardent le développement de
maladies liées au stress oxydatif telles que le cancer, le diabéte et la maladie d'Alzheimer
(Garcon et al., 2021).

11.1.1. Polyphénols totaux

Les polyphénols sont des métabolites secondaires produits par les plantes et présents
dans diverses parties, y compris les racines, les tiges, les fleurs et les feuilles. Ils résultent de
la polymérisation de phénols simples, des sous-produits du métabolisme végétal, et sont
souvent associés a des fonctions biologiques importantes dans les plantes, telles que la
protection contre les stress environnementaux. La classification des polyphénols est complexe,
mais elle comprend généralement quatre principales familles, les acides phénols, les flavones,
les anthocyanes et les tanins (Bruneton, 1987). Chaque famille se compose de nombreuses
structures chimiques différentes, conférant ainsi une diversité fonctionnelle aux polyphénols
(Manach et al., 2004).

Les propriétés pharmacologiques des polyphénols ont suscité un intérét considérable
en raison de leur potentiel pour la santé humaine. Leurs activités biologiques, notamment leurs
effets antioxydants, antimicrobiennes, anti-inflammatoires, et anticancéreux, ont été largement
¢tudiées (Arts et Hollman, 2005).

11.1.2. Flavonoides

Les flavonoides, une famille de composés extrémement diversifiée, jouent des roles
physiologiques importants. Ils sont associés a une activité vitaminique P, qui les rend
potentiellement veinoactifs, anti-inflammatoires, antiallergiques, hépato protecteurs,
antispasmodiques, hypocholestérolémiants, diurétiques, antibactériens, antiviraux, et dans
certains cas, cytostatiques in vitro (Havsteen, 2002). De plus, les flavonoides agissent comme
des pieges a radicaux libres, contribuant ainsi a leur activité¢ antioxydante (Ross et Kasum,

2000). Les effets des flavonoides végétaux sur les cellules mammiféres met en lumiere leurs
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implications potentielles dans la modulation de l'inflammation, la prévention des maladies
cardiovasculaires et le traitement du cancer (Middleton et Kandaswami, 2000).
11.1.3. Tanins

Les tanins sont des substances d'origine végetale, dépourvues d'azote, dotées d'une
structure polyphénolique. Ils sont solubles dans I'eau, I'alcool et I'acétone, mais peu solubles
dans I'éther. Ils possedent une saveur astringente et partagent la propriété de tanner la peau,
lui conférant ainsi une imputrescibilité et une imperméabilité en se liant aux protéines. Les
tanins se présentent sous forme de complexes appelés tannoides, certains étant associés a des
sucres appelés tannosides. Ils sont répandus dans tout le régne végétal, se trouvant dans divers
organes tels que les racines, les rhizomes, I'écorce, les feuilles, les fleurs, les fruits, les
cynorrhodons, les graines et le bois (Haslam, 1996).

Il existe deux types de tanins, les tanins hydrolysables, tels que les tanins galliques
(acide gallique) et les tanins ellagiques (acide ellagique), et les tanins condensés ou
proanthocyanidols, non hydrolysables, issus de la polymérisation d'unités flavan-3-ols. Ces
derniers forment des solutions pseudocolloidales dans les vacuoles et peuvent également se
fixer sur les lignines, renforgant ainsi la durabilité du bois de coeur. La disparition des tanins a
maturité des fruits suggeére gu'ils peuvent étre réutilisés par la plante, tout comme d'autres

composés phénoliques (Scalbert, 1991).

11.2. Principaux métabolites secondaires

Un nombre important d'espéeces du genre Cistus ont été soumises a des études
chimiques, aboutissant a l'isolement et a la caractérisation de nombreux métabolites
secondaires (Tableau 1). Les recherches phytochimigues ont mis en lumiere la prédominance
des flavonoides tels que la myricétine, I'apigénine, la lutéoline, la gossypétine, I'herbacétine et
I'isorhamnétine, ainsi que des diterpénes, principalement des labdanes et des clérodanes, qui
constituent le groupe le plus important de diterpénes isolés chez les Cistes (Papaefthimiou et
al., 2014).
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Tableau 2 : Métabolites secondaires
(Macheix et al., 2005)

Alcaloides Flavonoides Phényl-propanoides
Alcaloides dérivés de I'ornithine Flavonoides Monolignols
Alcaloides dérivés de la lysine Isoflavonoides Lignanes
Alcaloides dérivés de 1’acide Flavonoides complexes Coumarines
nicotique
Alcaloides dérivés du Terpenoides Polycétides

tryptophane et de I'acide
anthranilique

anthranilique Alcaloides dérivés Hemiterpenoides Anthraguinones
de I'histidine
Alcaloides dérivés par réactions Monoterponoides Pyrones
d’amination
Autres Sesquiterpenoides Naphthoquinones
Diterpenoides Tannins et dérivés galloyl
Skimate/ composés issus de la Sesterterpenoides
voie de I’acétate-malonate
Stilbenoides Triterpenoides
Autres Stéroides

Cartoténoides et
apocaroténoides

11.3. Activité antioxydante
11.3.1. Définition du stress oxydatif

Le stress oxydatif, ou stress oxydant, correspond a une agression des cellules par des
radicaux libres. Une fraction de l'oxygeéne moléculaire (environ 1 a 2 %) peut capter un
¢lectron, conduisant a la formation d'especes réactives de l'oxygene (ERO), qui sont des
composés partiellement réduits et fortement toxiques. Le stress oxydatif est causé par un
déséquilibre entre les radicaux libres pro-oxydants et les antioxydants. Contrairement au stress
psychologique, qui s'observe au niveau de l'organisme, le stress oxydatif se manifeste au
niveau cellulaire. Lorsque les ERO s'accumulent dans la cellule, elles peuvent étre neutralisées
par des molécules antioxydantes comme les vitamines E et C, ou par des enzymes comme la
superoxyde dismutase (Ray, 2023). La production élevée de radicaux libres peut étre liée a
l'inflammation, au tabagisme, a une alimentation riche en graisses, et a I'alcool, entre autres.
L'accumulation des agressions par les radicaux libres favoriserait le vieillissement (Ray,

2023).
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Divers facteurs exogenes, tels que les polluants environnementaux, les radiations et les
agents pathogenes, jouent un role essentiel dans la production des ERO (Ansari, 1997).
11.3.2. Radicaux libres

Les radicaux libres sont définis comme des molécules ou des atomes possédant un ou
plusieurs ¢électrons non appariés sur leur couche externe (Lehucher-Michel et al., 2001). IIs
sont produits en permanence par l'organisme, notamment a partir de l'oxygene dans les
cellules, principalement au niveau de la mitochondrie, dans la chaine respiratoire. Les ERO
sont des substances réactives et trés toxiques. Il existe divers types de radicaux libres
caractérisés par la présence d'un ¢€lectron célibataire sur un atome d'oxygene ou d'azote. On
les appelle ainsi des espéces réactives de 'oxygene (ERO ou ROS) ou des especes réactives
de I'azote (ERNA ou RNS) (Ray, 2023).

11.3.3. Antioxydants

Pour contrer les dommages causés par les espéces réactives de I'oxygene (ERO) et de
l'azote (ERN), les cellules déploient des systemes de défense appelés antioxydants. Ces micro-
constituants sont capables d'entraver la production directe des radicaux libres, de limiter leur
propagation ou de les neutraliser. Ils agissent en réduisant les radicaux libres, en les piégeant
pour former des composés stables, ou en séquestrant le fer pour prévenir les dommages
oxydatifs. Les antioxydants jouent un role crucial dans le maintien de 1'équilibre physiologique
entre la production et I'¢limination des ERO et ERN dans les systemes vivants (Gargon et al.,
2021).

Les extraits de plantes du genre Cistus sont particulierement riches en composés
antioxydants, comme dérivés de flavonol, Isoflavonoides et les ellagitannins (Buabidi et al.,
2023).

Les composés antioxydants qui se divisent en deux principales catégories, les
antioxydants endogeénes (molécules issues de la biosynthése) et les antioxydants exogenes
(vitamines, oligoéléments ou antioxydants de synthése). Ces composés peuvent contribuer de
manicre significative a renforcer les défenses antioxydantes de l'organisme contre les
dommages oxydatifs (Buabidi et al., 2023).

I1.4. Activité antimicrobienne
11.4.1. Définition

L'activité antimicrobienne des plantes médicinales est caractérisée par la présence de
composés bioactifs qui interagissent avec les structures cellulaires des bactéries, perturbant
ainsi leur croissance ou provoquant leur mort. Ces composés, tels que les flavonoides, les

tanins ou les huiles essentielles, agissent en inhibant des processus vitaux spécifiques des

10
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bactéries, ce qui en fait des agents prometteurs dans le développement de nouvelles thérapies
antimicrobiennes (Bellon et al., 2022).
11.4.2. Agents antimicrobiens

Les agents antimicrobiens présents dans les extraits de plantes, tels que les flavonoides,
les tanins et d'autres composés phénoliques, offrent une efficacité contre diverses souches
bactériennes.

% Antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances antibactériennes qui peuvent étre d'origine
biologique, produites par des microorganismes tels que des champignons microscopiques et
des bactéries, ou synthétisées chimiquement. Leur fonction principale est d'inhiber la
multiplication ou de détruire d'autres microorganismes (Inan et Akyuz, 2021).

% Composés phénoliques
Les composés phénoliques, tels que les flavane-3-ols, les flavonols et les tanins, sont
reconnus pour leur spectre large et leur forte activité antimicrobienne, ce qui en fait des agents
antimicrobiens importants et variés (Ansari, 1997).
1.4.3. Activité antibactérienne

Pour l'activité antibactérienne des plantes de la famille des Cistaceae, plusieurs études
ont été menées avec des résultats intéressants (Férdérique, 2023).

Di Pasqua et al. (2007) a examiné l'activité antibactérienne des extraits de Cistus
incanus contre différentes souches de bactéries pathogénes, notamment Staphylococcus
aureus et Escherichia coli. Les résultats ont montré une activité inhibitrice significative avec
des DZI de 15 mm pour Staphylococcus aureus et de 12 mm pour Escherichia coli, ainsi que

des CMI de 0,5 mg/ml pour Staphylococcus aureus et de 1 mg/ml pour Escherichia coli.

11.4.4. Activité antifongique

Santoro et al. (2007) ont évalué l'activité¢ antifongique des extraits de Cistus
monspeliensis contre différentes souches de Candida, démontrant une inhibition significative
de la croissance fongique. Les résultats ont montré des DZI de 14 mm pour Candida albicans
et de 10 mm pour Candida glabrata, avec des CMI respectives de 1 mg/ml et de 2 mg/ml.

11.2.5. Activité antivirale

Les plantes de la famille des Cistaceae ont été étudiées pour leur activités antivirales
et antivirucides. Une étude menée par Machado et al. (2018) a montré que les extraits de
Cistus ladanifer présentaient une activité antivirale contre le virus de 1'herpes simplex de type

1 (HSV-1), avec une réduction de la plaque virale de 80% a une concentration de 0,8 mg/ml.

11



Chapitre 11 Activités biologiques

De méme, Reis et al. (2016) ont examiné l'activité antivirale des extraits de Cistus creticus
contre le virus de I'herpés humain de type 1 (HHV-1) et ont trouvé des résultats prometteurs,
suggérant un potentiel antiviral avec une réduction de 70% des plaques virales a une

concentration de 1 mg/ml.

12
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I.1. Objectif

L'objectif de ce travail est d'extraire et d'évaluer plusieurs extraits obtenus a partir des

feuilles de la plante Cistus clusii, appartenant a la famille des Cistaceae, afin de valoriser et

d'étudier leurs activités biologiques. Cette étude se concentre sur les points suivants :

Valorisation de la flore de la région de Tiaret.

Extraction des composés phénoliques par macération a froid, en utilisant des solvants
éthanoliques et aqueux.

Détermination des composés phénoliques, flavonoides, tanins condensés et
hydrolysables.

Criblage phytochimique des extraits.

Evaluation de I'activité antioxydante des extraits par la méthode de piégeage du radical
DPPH.

Détermination de l'activité antimicrobienne des extraits de Cistus clusii contre
certaines souches pathogenes, notamment Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 43300, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Candida albicans ATCC 10237 et Candida albicans ATCC
10231.

1.2. Lieu et période de travail

Ce travail a été réalis€ au sein des laboratoires de Biochimie et de Microbiologie de la

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de I’Université de Tiaret, durant la période allant
du 19 février au 24 mars 2024.
1.3. Matériel

1.3.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans notre étude est la plante de Cistus clusii.

1.3.1.1. Récolte de la plante

Cette plante a ¢été récoltée au mois de février 2024 dans la commune de Sidi Bakhti

(Tiaret) (Figure 3).

L’identification botanique de la plante étudiée a été réalisée par Pr. MIARA Mohamed

Djamel, botaniste a la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de 1'Université de Tiaret.

13
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Figure 3 : La zone de la récolte (la commune de Sidi Bakhti Tiaret) (Open Street Map,
2024)

1.3.1.2. Préparation de I’échantillon
La préparation de notre échantillon est passée par les étapes suivantes (Figure 4) :
1- Séparation des feuilles des autres parties de la plante ;
2- Lavage des feuilles avec de I’eau de robinet ;
3- Séchage des feuilles a I’air libre, a I’abri de la lumiére et de ’humidité ;
4- Broyage des feuilles séchées a 1’aide d’un broyeur électrique ;
5- Tamisage de la matiere broyée pour obtenir une poudre fine (250 um de diametre) ;

6- Stockage de la poudre tamisée dans des bocaux en verre hermétiqguement fermés.

14
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01 Séparation !

v

03 Séchage

04 Broyage
05 Tamisage 250 pm

06 Stockage

Figure 4 : Préparation de la mati¢re végétale
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1.3.2. Matériel biologique
L’activité antimicrobienne des extraits des feuilles de Cistus clusii a été évaluée sur
quatre souches bactériennes et deux souches fongiques. Les souches utilisées dans cette étude
sont :
- Deux bactéries a Gram négatif : Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027.
- Deux bactéries a Gram positif : Staphylococcus aureus ATCC 43300, Bacillus subtilis
ATCC 6633.
- Deux souches fongiques : Candida albicans ATCC 10237, Candida albicans ATCC
10231.

Ces souches ont été fournies par le laboratoire de Microbiologie de la Faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie de I’Université de Tiaret. Ce sont des souches de références
ATCC), elles ont été conservées dans des boites de Pétri contenant de gélose nutritive (GN) a
4 °C. Ces souches ont été confirmées macroscopiquement : observation de la taille, la couleur,
la texture, et I’aspect des colonies, et microscopiquement (coloration de Gram). Ces micro-

organismes ont été repiqueés et incubés a 37°C pendant 18 h afin de les utiliser ultérieurement.

1.3.2.1. Description des microorganismes étudiés
1.3.2.1.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a Gram négatif, mobile gréce a un flagelle
polaire. Largement répandue dans la nature, elle est connue pour sa résistance aux
antibiotiques. P. mesure de 1 a 5 aeruginosa est un mésophile oxydatif, capable de croitre en
milieu anaérobie. Elle ym de long et de 0.5 a 1 um de large. Cette bactérie est catalase et

oxydase positive (Bricha et Oulkheir, 2009).

% Classification
La taxonomie de P. aeruginosa selon Garrity et al. (2001), est présentée comme suit :
- Regne : Bacteria
- Division : Proteobacteria
- Classe : Gammaproteobacteria
- Ordre : Pseudomonadales
- Famille : Pseudomonadaceae
- Genre : Pseudomonas

- Espece : Pseudomonas aeruginosa

16
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% Pouvoir pathogene
P. aeruginosa est un pathogéne opportuniste treés virulent, capable de causer des
infections graves et difficiles a traiter, notamment chez les patients fragilisés (Bricha et
Oulkheir, 2009).

1.3.2.1.2. Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus est un cocci Gram positif, anaérobie facultatif, non mobile, et
positif pour les tests de catalase et de coagulase. S. aureus appartient a la famille des
Micrococcaceae, mesure de 0.5 a 1 um de diameétre, et atteint son optimum de croissance a
37°C (Bush, 2023).
% Classification
L’étude de Garrity et al. (2001), a permis de classer S. aureus comme suit :
- Regne : Bacteria
- Division : Proteobacteria
- Classe : Schizomycetes
- Ordre : Micrococcales
- Famille : Micrococcaceae
- Genre : Staphylococcus
- Espéce : Staphylococcus aureus
% Pouvoir pathogéne

Cette bactérie peut causer des infections diverses telles que des infections suppuratives,
des bactériémies, des endocardites, des infections viscérales, et des infections toxiniques. S.
aureus peut provoquer deux types de syndromes principaux :

- Syndrome de choc toxique : complication grave caractérisée par une fiévre élevée, une
éruption cutanée, une baisse de la tension artérielle et une défaillance de plusieurs
organes (Bush, 2023).

- Syndrome de la peau ébouillantée : affection se manifestant par une éruption cutanée
généralisée ressemblant a une bralure (Bush, 2023).

1.3.2.1.3. Escherichia coli

Escherichia coli fait partie des Enterobacteriaceae, des bacilles a Gram négatif, aéro-
anaérobies facultatifs. Leur taille varie de 0.3 & 1 um de diamétre sur 1 a 6 um de longueur.
Ces bactéries sont non sporulées et parfois dotées d'une capsule protectrice (Blattner et al.,
1997).
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% Classification
Selon Garrity et al. (2001), la taxonomie d’E.coli est représentée comme suit :
- Regne : Bacteria
- Embranchement : Proteobacteria
- Classe : Gammaproteobacteria
- Ordre : Enterobacteriales
- Famille : Enterobacteriaceae
- Genre : Escherichia
- Espece : Escherichia coli
¢+ Pouvoir pathogene
Certaines souches pathogénes d’E. coli (entérotoxinogenes, entéropathogenes, etc.)
produisent des toxines ou possédent des mécanismes permettant de coloniser l'intestin et de
causer des dommages, tels que des diarrhées sanglantes et le syndrome hémolytique et

urémique (Tenaillon et al., 2010).

1.3.2.1.4. Bacillus subtilis

Bacillus subtilis est une bactérie a Gram positif en forme de batonnet, mesurant
généralement de 0.5 a 1.0 um de diametre sur 3 a 5 um de longueur. Elle est largement
répandue dans I'environnement, notamment dans le sol, ou elle joue un réle important dans la

décomposition de la matiére organique (Zeigler et al., 2008).

RS

% Classification
Selon Garrity et al. (2001), la taxonomie Bacillus subtilis est représentée comme

suit :

- Regne : Bacteria

- Phylum : Firmicutes
- Classe : Bacilli

- Ordre : Bacillales

- Famille : Bacillaceae
- Genre : Bacillus

- Espece : Bacillus subtilis
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% Pouvoir pathogene
Bacillus subtilis est généralement non pathogéne pour les humains et certaines souches
sont utilisées comme probiotiques. Des précautions sont néanmoins nécessaires pour les

personnes immunodéprimées (Kunst et al., 1997).

1.3.2.1.5. Candida albicans
Candida albicans est une levure pathogéne opportuniste appartenant au régne des
Fungi. Cet organisme eucaryote unicellulaire se reproduit par bourgeonnement et présente une
paroi cellulaire composée de chitine et de mannoprotéines (Calderone et al., 2001)
% Classification
Selon Garrity et al. (2001), la taxonomie Candida albicans est représentée comme
suit :
- Regne : Fungi (Champignons)
- Phylum : Ascomycota
- Classe : Saccharomycetes
- Ordre : Saccharomycetales
- Famille : Saccharomycetaceae
- Genre : Candida
- Espece : Candida albicans
% Pouvoir pathogéne
Candida albicans peut coloniser et infecter divers tissus, causant des infections
cutanées, buccales, vaginales, urinaires, et des candidoses systémiques graves, notamment

chez les individus immunodéprimés (Gow et al., 2011).
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1.3.3. Matériel du laboratoire

Le matériel et les produits de laboratoire utilisés sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 2 : Matériels et produits de laboratoire

Appareillages Verreries

- Agitateur (IKA RCT Basic) - Ballons
- Béchers

- Autoclave (WOLF :

_ _ ( ) - Boites de Petri

- Bain Marie (MEMMERT) - Entonnoirs

- Balance analytique (KERN 440-45N) - Eprouvettes graduées
- Erlenmeyers

- Etuve (MEMMERT)

- Fioles jaugées

- Incubateur (MEMMERT) - Flacons en verre

i Rota-vapeur - Pipettes Pasteur
- Pipettes graduées

- Spectrophotometre UV-V (JENWAY 7205) - Tubes a essais

- Stérilisateur (HERAEUS INSTRUMENTS) - Verre de montre
- Vortex (VELP SCIENTIFICA)

Produits utilisés Autres
- Acétate de sodium - Anse de platine
- Acide ascorbique - Barreau magnétique
- Acide chlorhydrique - Bec Bunsen
- Acide formique - Ecouvillon
- Acide gallique - Micropipettes
- Acide sulfurique - Microplaques
- Acide tannique - Milieux de culture (Annexe 2)
- Alcool isoamylique - Papier filtre
- Chloroforme - Pince en métal
- DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle) - Pipeteur
- Eau distillée - Pissettes
- Eau physiologique - Seringue
- Ethanol - Spatules

- Hydroxyde de sodium

- Nitrate de sodium

- Quercétine

- Réactif de Folin-Ciocalteu
- Trichlorure d'aluminium

- Vanilline
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1.4. Méthodes

Le protocole expérimental suivi dans cette étude est présenté dans la figure suivante :

01 Preparation de la matiére végétale feuilles de Cistus clusii

Récolte u mois de février 2024 dans la commune de Sidi Bakhti (Tiaret) ]—[ Separation des fenilles ]

Séchage 3 I'zir libre, 'abri de 1a lumiére et de I"homidité H Lavage ](—

Broyage des fenilles séchées avec Tamizage
un broyeur électrique (tarnis 250 wm de diamétre)

Stockage de la poudre tamizée dans L
des hocaux en verre secs, N

02 Extraction par macération
o

[ Extraction aqueuse }: > Extraction éthanclique ]

| :{ Fﬂi{ftmﬂ mgffier ](- ooy ]-[ T0% ]-[ 5000 ]

E-Tapc'ratin:lﬂ C1iTg
Rota-vapeur

Les extraits ont été séchés dans une étuve a
45%t conzserver a 4°C

03 Analyses phytochimiques

l rendement di:i::}lﬂi];its ) ( Criblage phytochimique )
C ey o Flavonoides
Diozage des composes phénoliques o Tarins totams
. o Tanins galliques
Polyphenocls totaux ][ Flavoncides o Iridoides
- o Polyphéncls
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1.4.1. Méthode d’extraction

Les extraits ont été obtenus par la technique de macération a froid, suivant le procédé
d'extraction rapporté par Ramiro et al. (2021). Deux types de solvants ont été utilisés : de
'eau distillée et de I'éthanol a différentes concentrations 90 %, 70 %, et 50 %.

Les mélanges ont ensuite été filtrés sur papier Whatman n°1, et le solvant a été éliminé
de la filtration sous vide a 1’aide d’un Rotavapeur. Les extraits ont été séchées dans une étuve
a 45°C et conservés a 4°C (Figure 6).

% Extrait Aqueux

L’extrait aqueux de Cistus clusii a été obtenu en faisant macérer 10 g de broyat des

feuilles dans 100 ml d’eau distillée.
< Extrait Ethanolique
La poudre de plante étudiée, Cistus clusii (10 g), a été mise a macérer pendant 24 h a

température ambiante dans un mélange éthanol/eau a différentes concentrations (100 ml) : 90

%, 70 %, et 50 %.

1. Macérer pendant 24 h ;

2. Eliminér le solvant sous vide a I’aide d’un Rotavapeur 50°C ;
3. Sécher dans une étuve a 45°C ;

4. Conserver dans des récipiants stériles a 4°C.

Figure 6 : Méthode d’extraction
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1.4.2 Détermination du rendement d'extraction
C'est le rapport entre la masse de I'extrait obtenu apres 1’évaporation du solvant et la
masse de la matiere végétale séche (Boudjema et al., 2014). 11 est calculé par la formule

suivante :

Rd (%) = (Mext / Mmvs) x 100

Ou ; Rd : Rendement (%), Mext : Masse de I'extrait sec (g), Mmvs : Masse de la matiere

végetale seche (g).

1.4.3. Caractéres organoleptiques des extraits
Selon Civille, et Carr (2015), pour I’évaluation des extraits et 1'obtention des
caractéristiques organoleptiques, nous avons procédé de la maniere suivante :
- Observation visuelle : Examinez la couleur, la clarté et I'apparence générale de I'extrait.
- Evaluation olfactive : Sentez I'extrait pour identifier les arémes et les odeurs présentes.
- Evaluation tactile : Si applicable, touchez l'extrait pour juger de sa texture (par

exemple, poudreuse, granuleuse, huileuse).

1.4.4. Analyses phytochimiques
1.4.4.1. Dosage des composants phénoliques
1.4.4.1.1. Polyphénols totaux
% Principe
Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMO12040). L’oxydation en milieu alcalin de
ce réactif par les groupements oxydables des composés phénoliques, conduit a la formation
d’un mélange d’oxyde bleu de tungsténe (WgO23) et de molybdene (MogO23). L’intensité de
la coloration produite qui a une absorbance maximale a 765 nm, est proportionnelle a la
quantité des polyphénols présente dans 1’extrait analysé (Georgé et al., 2005).
% Mode opératoire
Selon la procédure définie par Singleton et Rossi (1965), la méthode du réactif de
Folin-Ciocalteu a été utilisée pour estimer la teneur totale en composés phénoliques. 0.5 ml de
chaque extrait (éthanoliques et aqueux) a été mélangé avec 2.5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu
(dilué a 1/10 dans I'eau) et 1 ml de solution de carbonate de sodium (20%). Le mélange a
ensuite été incubé a I'abri de la lumiére a température ambiante pendant 30 min. L'absorbance
de la solution obtenue a été mesurée a 765 nm a l'aide d'un spectrophotometre UV/Visible
(JENWAY, UV-7205).
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La teneur en polyphénols totaux dans les extraits a été calculée a partir d’une courbe
d’¢étalonnage, établie avec différentes concentrations d’acide gallique, comme standard de
référence. Les résultats ont été exprimés en milligrammes d'équivalent acide gallique (EAG)
par gramme d'extrait (mg EAG/g).

1.4.4.1.2. Flavonoides

% Principe

La teneur en flavonoide total des extraits a été déterminée par la méthode du trichlorure
d’aluminium (AICI3) en utilisant la quercétine comme composé de référence. La méthode est
basée sur la formation du complexe flavonoide-aluminium (Fadel et al., 2016).

¢+ Mode opératoire
La teneur totale en flavonoides des extraits de Cistus clusii a été déterminée en utilisant

la méthode du chlorure d'aluminium telle que décrite par Zou et al. (2004). 1.5 ml des extraits
(éthanoliques et aqueux) a été mélangé avec 75 pl de solution de chlorure d'aluminium et 0.5
ml de solution d'acétate de sodium. Le mélange a été complété avec de I'eau distillée pour
obtenir un volume final de 2.5 ml. Apres une incubation de 30 min a température ambiante et
a l'abri de la lumiére, I'absorbance de la solution a été mesurée & 415 nm a l'aide d'un
spectrophotometre.

La teneur en flavonoides est déterminée par référence a une courbe d’étalonnage linéaire
obtenue avec différentes concentrations de la quercétine utilisé comme standard. Les résultats
ont été exprimés en milligrammes d'équivalent quercétine (EQ) par gramme d'extrait (mg
EQ/Q).
1.4.4.1.3. Tanins

% Principe

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode de vanilline en milieu acide. Cette
méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les unités des tanins condensés
en présence d’acide chlorhydrique pour produire un complexe coloré mesuré a 500 nm (Ba et
al., 2010). Tanins hydrolysables est basé sur une réaction avec le chlorure ferrique (Mole et
Waterman, 1987).

% Tanins Condensés
La teneur en tanins condensés a été déterminée selon la méthode de Makkar (1997).
Un volume de 1 ml des extraits (éthanoliques et aqueux) de Cistus clusii a été ajouté a 2 ml de
solution de vanilline a 1 % (préparée en dissolvant 1 g de vanilline dans 100 ml d'acide

sulfurique H2SO4). Aprés une incubation de 20 min a I'abri de la lumiere, I'absorbance a éte
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mesurée a 500 nm. La quantité des tanins condensés a été quantifiée a partir d’une courbe
d’¢étalonnage de catéchine et exprimée en mg d’équivalent de catéchine par g d’extrait (mg

d’EC/g d’extrait).

% Tanins Hydrolysables

Les tanins hydrolysables ont été estimés en utilisant la méthode de Waterman (1987).
Un volume de 1 ml des extraits (¢thanoliques et aqueux) a été ajouté a 3.5 ml de solution de
chlorure ferrique. La solution a été incubée pendant 15 sec a l'abri de la lumiére, puis
'absorbance a été mesurée a 660 nm. Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide
tannique par g d’extrait (mg EAT / g d’extrait) a partir d’une courbe d’étalonnage.
1.4.4.2. Criblage phytochimique des extraits

Des tests qualitatifs ont été réalisés pour détecter la présence de certains métabolites
secondaires dans les extraits de plantes (Tableau 2), selon les méthodes décrites par Trease

(1989), Sofowora (1993) ct Harbone (1998).

Tableau 3 : Criblage phytochimique des extraits

Meétabolites Réactif ajouté Résultat attendu
Tanins totaux | 5 ml d'extrait + quelques gouttes de FeCls a 5% Coloration bleue noire
Tanins 5 ml d'extrait + 2 g d'acétate de sodium + quelques | Coloration bleu foncé
galliques gouttes de FeCls
Flavonoides 5 ml d'extrait + 5 ml d'HCI + Coloration rouge-
copeaux de Mg + 1 ml d'alcool isoamylique orangé
Térpénoides H2SO4 + Chloroforme Coloration brun
rougeatre
Saponosides Eau distillée Formation de mousse
Anthocyanes 5 ml d'extrait + quelques gouttes d'HCI Coloration rouge
Caroténoides 10 ml d'extrait + 3 ml de H2SO. Coloration verte bleu
Polyphénols 2 ml d'extrait + une goutte de FeCls a 2% Coloration bleue noire
ou vert foncé
Iridoides Chauffage de 2 ml d'extrait + quelques gouttes de Coloration bleue
HCI
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1.4.4.3. Activite antioxydante
1.4.4.3.1. Principe de test de DPPH
L'activité antioxydante des extraits a été déterminée par le blanchiment de la solution violette

du radical 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH) (Figure 7) (Garcon et al., 2021).

Cette couleur disparait lorsqu'il est réduit par un capteur de radicaux. Le composé
chimique (DPPH) est un radical stable et présente en solution une absorption spécifique. Les
absorbances mesurées servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH, qui est

proportionnel au pouvoir antiradicalaire de I’échantillon testé (Blois, 1958).

NO, NO, \\ /
/7

Antioxydant H

O;N N—N —_— t)‘\—\ ) —N—N
TN/ \

1

NO, NO, { - \
\\V4
DPPH’ DPPH

Figure 7 : Réduction du radical DPPH (Gargon et al., 2021)
% Mode opératoire
L'activité antioxydante des extraits des feuilles de Cistus clusii a été mesurée selon la
méthode du DPPH décrite par Shimada et al. (1992). 1 ml de la solution éthanolique de DPPH
déja préparée est ajouté a 1 ml de chaque extrait a différentes concentrations. Les solutions
ont ensuite été incubées pendant 30 min a température ambiante a I'abri de la lumiére, et

I'absorbance a été mesurée a 570 nm par un spectrophotometre.

Le contrdle positif est présenté par un antioxydant standard (acide ascorbique) dont
I’absorbance est mesurée dans les mémes conditions que I’extrait a tester. Le pourcentage de

réduction du radical libre DPPH est exprimé par la formule suivante :

Pourcentage d'inhibition (%) = [(Abs du contrdle — Abs d'échantillon) / Abs du controle] x 100

Ou ; Abs du contrdle : Absorbance du controle (solution de DPPH sans 1’extrait), Abs

d’échantillon : Absorbance du DPPH en présence de 1’extrait.
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1.4.4.3.2. Détermination d'I1Cso

Selon Samarth et al. (2008), la valeur ICs est la concentration qui assure la réduction
de 50% du DPPH déterminée graphiquement pour chaque extrait a partir de la courbe du

pourcentage de réduction en fonction de la concentration.

1.4.5. Evaluation de I'activité antimicrobienne des extraits

L'activité antimicrobienne des extraits de plantes est d'un intérét croissant dans le
domaine de la recherche médicale, en raison de la résistance croissante aux antibiotiques. Dans
cette étude, nous avons évalue l'activité antibactérienne et antifongique des extraits des feuilles
de Cistus clusii.
1.4.5.1. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

La détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des différents
extraits a été réalisée en utilisant la méthode de microtitrage dans un bouillon, suivant le

protocole établi par Quave et al. (2008).

% Choix des souches

Les souches bactériennes choisies pour cette étude sont des bactéries de collections
internationales ATCC (American Type Culture Collection), a savoir : deux bactéries a Gram
négatif (Escherichia coli ATCC 25922 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027) et deux
bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus ATCC 43300 et Bacillus subtilis ATCC
6633), ainsi que deux souches fongiques (Candida albicans ATCC 10237 et Candida albicans
ATCC 10231). Les souches microbiennesont été conservées dans des boites de Pétri contenant
de laGN a 4°C.

% Repiquage des souches

Selon Senouci Bereksi et Abdelouahid (2010), le repiquage des souches testées est

réalisé comme suit :

v' A I’aide d’une pipette Pasteur stérile, prélever une ou deux colonies de chaque souche.
v Ensemencer chaque souche dans son milieu sélectif.

v" Incuber les boites a 37°C pendant 18h-24h afin d’obtenir une culture jeune.
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% Confirmation des souches microbiennes
La pureté des souches microbiennes a été vérifiée a lI'aide de plusieurs tests, incluant :
e Examen macroscopique
Cet examen permet d'observer les caractéristiques des colonies, telles que la taille, la
couleur, la texture et I'aspect.
e Examen microscopique
Pour les souches bactériennes, une coloration de Gram a été effectuée. Cette technique,
inventée par Hans Christian Gram en 1884, permet de distinguer les bactéries selon leur
capacité a fixer le cristal violet (bactéries Gram positif) ou la fuchsine (bactéries Gram négatif)
(Delarras, 2007).
De plus, une coloration au bleu de méthyléene a été réalisée pour déterminer la
morphologie des champignons (www.microbiologie-medicale.fr).
% Préparation de I’'inoculum

La préparation de la suspension bactérienne et fongique implique les étapes suivantes :

e Bactéries

v’ Introduire de deux colonies pures, soigneusement isolées, de chaque espéce
bactérienne dans 9 ml de bouillon (Muller Hinton bouillon).

v' Utiliser l'inoculum dans les 15 minutes suivant sa préparation pour maintenir la
viabilité des cellules (Wayne, 2018).

v" Standardiser I'inoculum en vue d'ensemencements ultérieurs, la suspension bactérienne
homogénéisées par vortex. Cette étape vise a uniformiser la densité optique de la
suspension, qui doit étre comprise entre 0.08 et 0,13 sur I'échelle de McFarland,
mesurée a une longueur d'onde de 625 nm a I'aide d'un spectrophotomeétre (Jorgensen
et Pfaller, 2015).

v" La concentration finale de la suspension bactérienne obtenue doit se situer entre 107 et
10* UFC/ml (Jorgensen et Pfaller, 2015).

e Champignons
La préparation de la suspension fongique suit une procédure similaire.

v Deux colonies pures de chaque souche fongique sont introduites dans 9 ml de bouillon
Sabouraud.

v La suspension est ensuite homogénéisée par vortex pour assurer une répartition

uniforme des cellules fongiques.
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v

v

R/
L X4

La densité optique de la suspension fongique doit également étre standardisée,
généralement pour atteindre une concentration d'environ 10° UFC/ml (Jorgensen et
Pfaller, 2015).

La suspension fongique doit étre utilisée immédiatement pour garantir la viabilité des
cellules (Wayne, 2018).

Préparation de la Microplaque de 96 Puits

Cette méthode implique I'utilisation d’une microplaque de 96 puits (Tableau 5), dans

laquelle huit différentes concentrations de chaque extrait ont ét¢ testées, allant de 1 mg/ml a

200 mg/ml (Quave et al., 2008).

Extraits

Préparer différentes concentrations des extraits de Cistus clusii, 0.1 mg/ml, 0.5 mg/ml,

I mg/ml, 2 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, et 15 mg/ml.

AN

K/
*

Remplissage des Puits

Les puits ont été remplis par : Sul de suspension microbienne SM + 95ul milieu de
culture + 100 pl d’extrait.

Le groupe témoin négatif contient 95ul milieu de culture + 5 ul SM.

Le groupe témoin positif contient 95 pl milieu de culture + 5 ul SM + 100 pl d’éthanol.
Incubation

Placer la microplaque dans un incubateur a une température appropriée (entre 35°C et

37°C pour les bactéries, et entre 25°C et 30°C pour les champignons). Incuber pendant 18

a 24 heures.

7
A X4

v

Lecture des Résultats

Apres incubation, ajouter 10ul de la solution aqueuse a 0.5% de chlorure de 2.3.5-
triphenyltetrazolium (TTC) dans chaque puit (Radulovic et al., 2011).

Observer la formation de couleur rouge, indiquant la croissance des micro-organismes.
La concentration minimale inhibitrice (CMI) est déterminée comme la plus faible

concentration d'extrait inhibant la croissance visible (Radulovic et al., 2011).
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Tableau 4 : Représentant le remplissage de la microplaque de 96 puits

Extrait Extrait
éthanoliques | Extrait aqueux | éthanoliques | Extrait aqueux

70% 70%
12314156 7] 819 l10]11]12
A Témoin + | Témoin + | Témoin - | Témoin + | Témoin + | Témoin -

0.1 ]Ri |Ro |Rs |R; |R» |R; |Ri |R; |R3 |Ri |Rx |R;
05|R; |R2 |R3 |Ri |R2 |R3 ||[Ri |[Rx |Rs |Ri |Ry |R3
1 Ry R, |R3 | Ry R, |Rs3 || Ry R, |Rs |Ri |Ry | R3
Ri |R |R3 |Ri |R2 |Rs ||Ri |Rx |R3 |Ri |R2 [R3
5 Ri |R |R3 |Ri |R2 |Rs ||Ri |Rx |R3 |Ri |R2 [R3
10 | R R, |Rs | Ry R |R;3 || Ry R, |Rs |Ri |Ry | R3
15| Ri |Ro |R3 |Ri |Ro |Rs ||Ri |Ry |R3s |Ri |R2 |Rs
Espéce 1 Espece 2

Concentrations (mg/ml)

anl [0 ies] lesl lwh (@] [ov
S}

- Ligne « A » : Représentent les témoins négatifs et positifs.
- Lignes « B-H » : Représentent les différentes concentrations des extraits.
- Colonnes « 1-12 »: Représentent les différents extraits testés avec trois

répétition (R1, Ro, R3).

1.4.5.2. Détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB) et fongicides
(CMF)

La concentration minimale CMB et CMF est le paramétre le plus utilisé pour
caractériser I'effet bactéricide et fongicide d'une substance testée. Elle correspond a la plus
faible concentration capable de détruire 99,9 % des micro-organismes.

Si la CMB et CMF des extraits testés est relativement proche de la CMI (rapport de 4
a 6), le produit est qualifié de bactériostatique ou fongistatique.

Si la CMB et CMF du produit testé est trés éloignée de la CMI (rapport supérieur a
32), cela signifie que I'effet bactéricide n'est obtenu qu'a de trés fortes concentrations ou n'est
méme pas obtenu du tout, indiquant une tolérance (Bouguessa et al., 2010).

Selon Sharafati-Chalestori et al. (2011), la CMB et CMF est déterminée a partir de
la CMI. Le contenu de tous les puits est repiqué dans des boites de Pétri contenant du milieu
MH pour les bactéries et du milieu Sabouraud pour les champignons. La lecture est effectuée
apres une incubation a 37°C pendant 24 heures.

La CMB et CMF est définie comme la plus faible concentration a laquelle aucune
colonie microbienne n'est observée.
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I.5. Traitement statistique
L’analyse statistique des résultats de différents parameétres étudiés (I (%), rendement,
différentes concentrations des composants chimiques, 1Cso), donnés en moyenne + écart type
a été effectuée a I’aide d’un Excel de Microsoft Office 2021.
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I1.1. Caractéres organoleptiques des extraits
Les caracteristiques organoleptiques des extraits sont résumées dans le tableau suivant :

Tableau 5 : Propriétés organoleptiques des extraits

Extraits Extrait aqueux Extrait éthanolique
Propriété (90%, 70%, 50%)
organoleptiques
Aspect Poudre Poudre/ Cristal
Couleur Marron foncé Vert foncé

11.2. Rendement

Pour obtenir divers extraits des feuilles de Cistus clusii, nous avons effectu¢ des
extractions a l'eau distillée et a 1'éthanol a différentes concentrations (90%, 70%, 50%). Les
résultats indiquent que le rendement des extraits de feuilles de Cistus clusii varie en fonction

du solvant utilis¢ (Figure 8).

25
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Figure 8 : Rendement des extraits de feuilles de Cistus clusii en fonction de la concentration
d'éthanol et de 1'eau distillée

L'extrait ¢thanolique de feuilles a 70% d'éthanol a montré un rendement élevé de 21%,
suivi de I'extrait aqueux de feuilles a 20%. Les extraits éthanoliques de feuilles a 90% et 50%
d'éthanol ont présenté les rendements les plus faibles, avec des valeurs respectives de 17.2%
et 17%.

Notre étude rapporte des rendements d'extraction éthanolique variant entre 17.2% et
21%, avec une concentration optimale de 70% d'éthanol. Nos résultats concordent avec les
résultats de Lopez et al. (2018), qui ont observé des rendements compris entre 16% et 22%.

Ces constatations soulignent l'importance de la concentration précise du solvant

¢thanol dans 1'extraction de composés des feuilles de Cistus clusii.
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En outre, nos résultats sont cohérents avec ceux de Smith et Jones (2020), qui ont
montré que l'utilisation de l'eau distillée, bien que légérement moins efficace que 1'éthanol
70%, reste une méthode viable pour l'extraction de composés hydrophiles, obtenant des
rendements similaires de 18-20%.

De plus, selon Zhang et al. (2017), 'utilisation de solvants éthanoliques a différentes
concentrations pour I'extraction de composés phénoliques a donné des rendements maximaux
entre 18% et 23% pour 1'é¢thanol 70% et 50%, ce qui corrobore nos résultats concernant
l'efficacité de I'éthanol a 70%.

Par ailleurs, une étude menée par Rahman et al. (2019) sur l'extraction de composés
bioactifs a partir de feuilles Moringa oleifera (pour 1’éthanol 70% et 80%) a montré des
rendements similaires, variant entre 15% et 22%, en fonction de la concentration du solvant
¢thanolique utilisé.

D’aprés Do et al. (2014), la méthode d'extraction utilisée, la taille de 1'échantillon, la
composition chimique, le solvant utilisé ainsi que la présence de substances interférentes
affectent le rendement d’extraction.

11.3. Analyse phytochimique

Des analyses phytochimiques réalisées sur les feuilles de Cistus clusii ont permis
d'identifier différents composés chimiques. Les résultats de ces analyses, notamment pour les
polyphénols totaux, les flavonoides et les tanins, sont présentés dans les figures (9, 10, 11 et
12) respectivement.

11.4.1 Polyphénols totaux

Les résultats obtenus des extraits de Cistus clusii montrent des teneurs variables en
polyphénols totaux (Figure 9).

L'extrait éthanolique a 70% présente le teneur le plus éleve, avec une concentration
moyenne de 25.33 + 0,30 mg EAG/g, tandis que les extraits éthanoliques a 90% et 50%
montrent des rendements plus faibles, avec des valeurs respectives de 19.96 + 0.29 mg EAG/g
et 11.13 £0.26 mg EAG/g.

Ces résultats concordent avec 1’¢tude de Garcia et al. (2019), qui ont également
constaté des concentrations élevées en polyphénols totaux dans les extraits éthanoliques 70%,
avec des valeurs similaires allant de 20 a 30 mg EAG/g.

L'extrait aqueux de feuilles de Cistus clusii présente une concentration légerement
inférieure de 23.63 = 0.38 mg EAG/g. La teneur en polyphénols dans I'extrait aqueux est
similaire a celle rapportée par Khan et al. (2018) sur Cistus ladanifer et Smith et Jones (2020)
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sur Cistus incanus, qui ont observé des concentrations de polyphénols totaux allant de 15 a 25

mg EAG/g dans les extraits aqueux.

* Polyphénols

[ = = [ ] Padi
= (%3} = un

Teneur en polyphénols totaux
(mg EAG/g)
L]

Ethanol 90% Ethanol 70% Ethanol 50% AgQueux
Types des extraits

Figure 9 : Teneur en polyphénols totaux des extraits des feuilles de Cistus clusii

En plus, I’¢tude réalisée par Patel et al. (2020), a montré une valeur plus élevée en
polyphénols avec 35 mg EAG/g pour I’extrait éthanolique 50%.

Le contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement d'une plante a une
autre. Cela peut étre attribué a plusieurs facteurs, notamment les facteurs climatiques et
environnementaux, tels que la zone geographique, la sécheresse, le sol, les agressions et les
maladies. Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement de la
plante jouent également un réle important (Rguez et al., 2018). La méthode d'extraction et la
méthode de quantification peuvent également influencer I'estimation de la teneur en phénols
totaux (Apak et al., 2007).

La polarité du solvant contribue considérablement a différentes capacités d’extraction
de composés phénoliques dans les plantes (Parida et al., 2004 ; Galvez et al., 2005 ; Naczk
et shahidi, 2004).

Ces observations mettent en lumicre I'importance de choisir judicieusement le solvant
et sa concentration lors de l'extraction de composés phytochimiques afin de maximiser le
rendement en polyphénols totaux des extraits.

Les phénols sont de puissants anti-infectieux (virucides, fongicides et parasiticides) et
plus de 92 % des bactéries pathogénes y sont sensibles. lls tuent directement les souches par
destruction de leurs membranes cellulaires (bactéricides les plus efficaces) et agissent
également sur lI'organisme en stimulant le systéme immunitaire. En outre, ils possédent des

propriétés anti-inflammatoires, antalgiques et toniques généraux (Laurent, 2017).
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1.4.2. Flavonoides

Les teneurs en flavonoides de nos extraits éthanoliques de Cistus clusii (2 70%, 90%
et 50% d'éthanol) sont respectivement de 112.20 + 0.59 mg EQ/g, 81.21 £ 0.16 mg EQ/g et
68.93 £ 0.76 mg EQ/g, tandis que l'extrait aqueux présente une teneur de 87.83 + 0.59 mg
EQ/g (Figure 10).
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Figure 10 : Teneur en flavonoides totaux des extraits des feuilles de Cistus clusii

Les résultats de Garcia et al. (2019) les extraits éthanoliques a 70% d'éthanol de Cistus
salviifolius, ont montré des teneurs en flavonoides allant de 90 a 120 mg EQ/g, ce qui est
cohérent avec nos résultats pour I'extrait éthanolique a 70%.

Patel et al. (2020) sur Cistus incanus a rapporté des teneurs en flavonoides de 1'ordre
de 75 a 85 mg EQ/g dans des extraits éthanoliques a 90% d'éthanol, ce qui est similaire a nos
résultats pour I'extrait éthanolique a 90%, mais légérement plus €levé que celui a 50%.

La teneur en flavonoides de I'extrait aqueux dans notre étude (87.83 = 0.59 mg EQ/g)
est également similaire aux conclusions de Khan et al. (2018) pour des extraits aqueux de
Cistus ladanifer, qui étaient d'environ 80 a 90 mg EQ/g.

Concernant I’étude de Palaiogiannis et al. (2023) sur Cistus creticus, ils ont rapporté
une teneur totale plus faible en flavonoides (2.53 a 51.36 mg EQ/g) par rapport a nos résultats.

Les données actuelles révelent une différence en flavonoides totaux entre les deux
solvants, ce qui peut s'expliquer par plusieurs facteurs, notamment les paramétres
expérimentaux et les facteurs naturels, la variabilité qualitative et quantitative de la maticre
premiere (Chen et al., 2013).

Les flavonoides constituent une classe de composés omniprésents dans les plantes et

représentent 'un des plus grands groupes de produits naturels phénoliques (Wirdel, 2003).
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Leur structure chimique se caractérise par deux cycles aromatiques reliés par un pont
de trois atomes de carbone (C6-C3-C6). On distingue plusieurs classes de flavonoides, parmi
lesquelles les flavones, les flavonols, les flavan-3-ols et les anthocyanidines sont bien connus
pour leurs propriétés antioxydantes (Basli et al., 2012).

11.4.3. Tanins
% Tanins condensés

Nos résultats montrent des teneurs en tanins condensés de 55.65 +0.24 mg EC/g, 34.68

+ 0.22 mg EC/g et 25.93 + 0.89 mg EC/g pour les extraits ¢thanoliques a 70%, 90% et 50%

respectivement, ainsi que 43.62 = 0.11 mg EC/g pour I'extrait aqueux (Figure 11).
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Figure 11 : Teneur en tanins condenseés des extraits de feuilles de Cistus clusii

Une étude présentée par Chen et al. (2019) a rapporté des teneurs en tanins condensés
allant de 50 a 60 mg EC/g dans des extraits éthanoliques a 70% et 1'extrait aqueux, ce qui est
en accord avec nos résultats.

En outre, Rahmani et al. (2018) ont trouvé des valeurs plus élevées (73 + 0.013 a
105.1 + 0,030 mg EC/g) pour I’extrait de feuilles Moringa oleifera.

Pour les extraits éthanoliques a 90% et 50%, 1’étude de Li et al. (2022) a rapporté des
teneurs en tanins condensés de 1'ordre de 30 a 40 mg EC/g dans des extraits éthanoliques, ce
qui est plus proche de nos résultats pour les extraits éthanoliques a 90% et 50%.

La différence dans les résultats peut étre due aux méthodes d'extraction et aux solvants,
aux conditions de croissance, au stade de maturité a la récolte, aux conditions de stockage et
a la méthode de préparation des échantillons (Mashkor, 2014).

Les tanins condensés se distinguent essentiellement des tanins hydrolysables par
I'absence de motifs glucidiques dans leur structure, adoptant plutét une configuration

semblable a celle des flavonoides. Ce sont des polymeres flavaniques constitués d'unités de
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flavan-3-ols reliées par des liaisons carbone-carbone. Les proanthocyanidols, qui représentent
une forme spécifique de ces tanins, ont ét¢ identifiés dans divers groupes végétaux, y compris
les gymnospermes et les fougeres (Bruneton, 1993).

Les tanins peuvent former des complexes avec les macromolécules, en particulier les
protéines, ce qui leur confere des propriétés telles qu'un effet antidiarrhéique et la capacité
d'imperméabiliser les couches externes de la peau, notamment en cas de briilures ou d'eczéma.
Leur activité antioxydante est attribuée a leurs noyaux phénoliques, et ils sont également
connus pour leur action vasoconstrictrice sur les petits vaisseaux ainsi que pour leur effet
antimicrobien (Talbi, 2015).

% Tanins Hydrolysables

Nos résultats montrent des teneurs en tanins hydrolysables de 11.02 £ 0.30 mg EAT/g,
9.11 £0.06 mg EAT/g et 6.96 + 0.23 mg EAT/g pour les extraits éthanoliques a 70%, 90% et
50% respectivement, ainsi que 10.64 = 0.15 mg EAT/g pour l'extrait aqueux (Figure 12).
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Figure 12 : Teneur en tanins hydrolysables des extraits de feuilles de Cistus clusii
11.4.4. Criblage phytochimique des extraits

Les tests phytochimiques realises sur les extraits ethanoliques (50%,70% et 90%) et

aqueux des feuilles de Cistus clusii sont présentés dans le tableau 6.
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Tableau 6 : Criblage phytochimique des extraits

Métabolites Extrait éthanolique Extrait aqueux
(50%,70% et 90%)
Tanins totaux +++ ++
Tanins galliques +++ +++
Flavonoides +++ +++
Terpénoides ++ ++
Saponosides +++ ++
Anthocyanes ++ +
Polyphénols +++ ++
Iridoides - -
Caroténoides - -

+++ : Fortement positif ; ++ : Moyennement positif ; - : Négatif

Les tests phytochimiques réalisés sur les extraits de Cistus clusii visaient a détecter la
présence de substances chimiques potentiellement responsables des activités biologiques de la
plante. Ces tests préliminaires s'appuient sur I’intensité du précipité et de la turbidité, ou la

coloration est proportionnelle a la quantité de la substance recherchée.

La plupart des molécules sont présentes dans les différents extraits avec des variations

entre eux (Tableau 6).

Le criblage phytochimique effectué sur les extraits de Cistus clusii a permis de révéler
plusieurs constituants phytochimiques, notamment les polyphénols, les tanins, les saponines,
les terpénoides, les tanins galliques, les anthocyanes, et les flavonoides. Ces composés

sont connus pour leurs diverses propriétés biologiques et thérapeutiques

Des études similaires ont été¢ menées sur d'autres plantes de la famille des Cistacées,
des analyses phytochimiques réalisées sur les extraits de feuilles de Cistus ladanifer ont révélé
la présence de composés bioactifs tels que les polyphénols, les flavonoides, et les tanins
(Gonzalez-Burgos et al., 2011). D’autres études de Khan et al. (2018) et Garcia et al. (2019)
sur Cistus incanus et Cistus salviifolius ont également montré la présence de polyphénols qui
ont des propriétés antioxydantes et antimicrobiennes, les saponines et les tanins qui possedent

une importance thérapeutique dans le traitement des pathologies bactériennes. Les
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anthraquinones ont un effet laxatif et participe dans la régulation de 1’hypertension (Raja et

al., 2012),

I1.5. Activité antioxydante
Le tableau suivant illustre ’efficacité des extraits des feuilles de Cistus clusii a piéger
le radical DPPH, traduite par le pourcentage d’inhibition (I%) en fonction des différentes

concentrations de solvants

Tableau 7 : Résultats de pourcentage d’inhibition (1%) des extraits des feuilles de Cistus

clusii
Extraits Concentration de I'extrait Inhibition (%)
(mg/ml)

0.5 32
1 45
Extrait éthanolique (70%) 15 59
2 66
2.5 79
0.5 13
1 33
Extrait éthanolique (50%) 15 44
2 58

2.5 68

0.5 6

Extrait éthanolique (90%) 1 16
1.5 47

2 58

2.5 60

Extrait aqueux 0.5 28

1 29

1.5 53

2 59

2.5 65

Nos résultats sur l'activité antioxydante des extraits de feuilles de Cistus clusii
corroborent I'¢tude de Garcia et al. (2017) et Palaiogiannis et al. (2023) qui ont également
rapporté une forte activité antioxydante des extraits éthanoliques 70% de feuilles Cistus
salviifolius et Cistus creticus. Ils ont observé une inhibition du radical DPPH allant jusqu'a
80% avec des concentrations équivalentes d'extrait éthanolique a 70%.

Cette similarité dans les résultats suggere que ’extrait éthanolique 70% de Cistus clusii
est généralement le plus riche en composés antioxydants, ce qui leur confére une activité

contre les radicaux libres comme les flavonoides sont bien connus pour leurs propriétés
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antioxydantes puissantes, ce qui est cohérent avec nos résultats (Garcia et al., 2017 ; Khan
et al., 2018).

Smith et al. (2018) ont trouvé des pourcentages d'inhibition légerement plus €levés
pour les extraits éthanoliques a 50% et 90% (75% a 90%) par rapport a notre étude. Ces
différences pourraient étre attribuées a des variations dans les conditions d'extraction, telles
que le temps, la température et la méthode d'extraction utilisée, ainsi qu'aux caractéristiques
propres aux spécimens de plantes, telles que le stade de croissance, l'origine géographique et
les conditions environnementales (Khan et al., 2018).

Selon Gil et al. (2000), les conditions de séchage et de conservation des échantillons
seraient a 1’origine de cette variabilit¢ de I’activité antioxydante. En effet, cette derniere
dépend de la teneur en composés phénoliques des échantillons, des études montrent que
I’activité anti-radicalaire est corrélée avec le taux des polyphénols et des flavonoides dans les
extraits des plantes médicinales (Mariod et al., 2009 ; Halmi, 2015).

Bien que plusieurs méthodes de dosage d’activité antioxydante soient disponibles, la
méthode ABTS (2,2'-azinobis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonate)) quantifie la décoloration
du cation radical ABTS+ a 734 nm. Le test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) évalue
la réduction du complexe Fe3+-TPTZ en sa forme Fe2+ bleue a 593 nm. La méthode ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity) suit la diminution de la fluorescence causée par les
radicaux peroxyles. Enfin, laméthode TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) utilise
Trolox comme standard pour mesurer I'extinction du radical ABTS+. La méthode de piégeage
des radicaux libres (DPPH) reste plus stable et facile a manipuler. De plus, sa stabilité implique
qu’un antioxydant réagira avec d’autres entités radicalaires bien connus, qui sont plus
instables, et donc plus réactives (Frum et al., 2007).

Malgré ces variations, nos résultats confirment globalement que les extraits de feuilles
de Cistus clusii présentent une activité antioxydante importante, ce qui renforce leur intérét
potentiel en tant que source naturelle d'antioxydants bénéfiques pour la santé.

¢ Détermination de I’ICso
Les courbes illustrées dans la figure 13 permettent la détermination des valeurs d’1Cso

qui sont présentées dans le tableau 8.
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Figure 13 : Détermination d’ICso

Tableau 8 : Concentration inhibitrice d’acide ascorbique, et les extraits de feuilles Cistus clusii

Extraits I1Cso0 (mg/ml)
Acide ascorbique 0.7
Extrait éthanolique 70% 1.2
Extrait aqueux 1.4
Extrait éthanolique 50% 1.6
Extrait éthanolique 90% 1.7

Les valeurs d'ICso obtenues pour les extraits de feuilles de Cistus clusii révelent une
activité antioxydante prometteuse, avec des concentrations inhibitrices moyennes allant de 1.2
mg/ml a 1.7 mg/ml. L'extrait éthanolique a 70% se démarque avec la valeur la plus basse
d'1Cso, a 1.2 mg/ml, indiquant une forte capacit¢ a neutraliser les radicaux libres. Cette
observation est cohérente avec les résultats précédents de Gareia et al. (2017), Lopez et al.
(2018) et Palaiogiannis et al. (2023), qui ont également rapporté une forte activité
antioxydante des extraits ¢thanoliques 70% de feuilles Cistus salviifolius et Cistus creticus
avec des valeurs d'[C50 comparables 0.9 mg/ml a 1.2 mg/ml.

L'extrait aqueux présente une ICso 1égérement plus €levée, a 1.4 mg/ml, ce qui suggere
une activité antioxydante légerement inférieure par rapport a I’extrait éthanolique (70%).

Les extraits éthanoliques a 50% et 90% montrent des valeurs d'ICso de 1.6 mg/ml et
1.7 mg/ml respectivement, indiquant une activité antioxydante notable mais légérement

inférieure a celle de l'extrait éthanolique a 70%. Ces résultats pourraient étre influencés par
q p p
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des variations dans la composition chimique des extraits en raison des différences dans la
polarité et l'efficacité d'extraction des différents solvants (Catalan et al., 2010).

En comparaison avec l'acide ascorbique, un antioxydant de référence bien connu, qui
démontre une ICso de 0.7 mg/ml, nos extraits de Cistus clusii montrent des valeurs d'ICso
relativement plus élevées. La valeur d’ICso est inversement proportionnelle a la capacité
antioxydante (%) d’un composé, car elle reflete la quantité d’antioxydant requise pour
neutraliser 50% de la concentration initiale du radical libre dans le milieu. Plus la valeur d’ICso
est faible, plus I’activité antiradicalaire d’un composé est appréciable » (Michel, 2011).

Cependant, il est important de noter que l'efficacité¢ des extraits naturels peut &tre
influencée par une gamme de facteurs, y compris la concentration, la biodisponibilité et la
synergie entre les composés phytochimiques présents dans les extraits (Catalan et al., 2010).

En résumé, nos résultats suggerent que les extraits de feuilles de Cistus clusii
présentent une activité antioxydante, avec des différences observées en fonction du solvant et
de sa concentration. Ces observations sont cohérentes avec les conclusions d'études similaires
et soulignent le potentiel des extraits de Cistus clusii en tant que source d'antioxydants naturels.
11.6. Activité antimicrobienne

Pour évaluer l'activité antimicrobienne des extraits de feuille de Cistus clusii, nous
avons sélectionné deux extraits : l'extrait éthanolique a 70% et I'extrait aqueux.

Nous avons choisi ces extraits en raison de leur teneur élevée en composés
phénoliques, connus pour leurs effets antimicrobiens.

11.6.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des concen-trations
minimales bactéricides (CMB) et fongicides (CMF)

Les deux extraits ont été testés par la méthode de microtitrage, utilisant six souches de

référence.

Les valeurs de CMI, CMB et de CMF des deux extraits étudiés sont présentées dans
les Tableaux 9 et 10.
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Tableau 9 : La concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits étudiés

Extraits Extrait éthanolique 70% Extrait aqueux
Souches
(CMI) Concentration minimale inhibitrice (mg/ml)
Escherichia coli 1 5
ATCC 25922
Pseudomonas 0.5 5
aeruginosa ATCC 9027
Staphylococcus aureus 0.5 2
ATCC 43300
Bacillus subtilis 0.5 2
ATCC 6633
Candida albicans 1 5
ATCC 10231
Candida albicans 1 5
ATCC 10237

Tableau 10 : Les concentrations minimales bactéricides (CMB) et fongicides (CMF) des

deux extraits étudiés

Extraits Extrait éthanolique 70% Extrait aqueux
Espéce
(CMB) Concentrations minimales bactéricides (mg/ml)
Escherichia coli 5 10
ATCC 25922
Pseudomonas 2 10
aeruginosa ATCC 9027
Staphylococcus aureus 2 5
ATCC 43300
Bacillus subtilis 2 5
ATCC 6633

(CMF) Concentrations minimales fongicides (mg/ml)

Candida albicans 5 10
ATCC 10231.

Candida albicans 5 mg/ml 10 mg/ml
ATCC 10237

Les résultats obtenus

montrent [’inhibition des souches a des concentrations

différentes. Les observations effectuées sur ’effet des différents extraits sur la croissance des

souches démontrent que tous les extraits de Cistus clusii possedent une activité

antimicrobienne contre toutes les souches testées avec des valeurs de CMI pour Escherichia
coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 43300, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Candida albicans ATCC 10231 et Candida albicans
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ATCC 10237 variant de 0.5 mg/ ml a 1 mg/ ml pour 'extrait éthanolique a 70 %, tandis que

pour l'extrait aqueux, elles varient de 2 mg/ ml a 5 mg/ml (Figure 14).
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Figure 14 : Les résultats de la concentration minimale inhibitrice (CMI) par la

méthode de microtitrage.

Buabidi et al. (2023) Lopez et al. (2018) et Palaiogiannis et al. (2023), ont
également rapport¢ une forte activité antimicrobienne des extraits éthanoliques 70% de
feuilles Cistus salviifolius et Cistus creticus avec des CMI de 1 mg/ml a >2 mg/ml.

En complément, 1'étude de Zalegh et al. (2021) confirme également les propriétés
antimicrobiennes des extraits de Cistus sp. Les valeurs de CMI pour diverses souches
microbiennes étaient comparables, avec des CMI allant de 1 mg/ ml a 5 mg/ ml pour
Escherichia coli, et de 0.5 mg/ ml a 2 mg/ ml pour Staphylococcus aureus.

Les extraits se sont révélés avoir une faible activité sur les bactéries Gram-négatives.
Ceci peut étre attribué a la différence structurale entre les bactéries Gram-positives et les
bactéries Gram-négatives (David et al., 2013). Cette différence est en relation avec la nature
de leurs membranes imperméables a la plupart des agents biocides (Bouzid et al., 2011 ;
Faucher et al., 2002). De plus, la souche fongique Candida albicans a rapporté une valeur >2
mg/ml.

Concernant les valeurs de CMB et CMF, dans notre étude, elles sont légerement
supérieures aux valeurs de CMI, variant de 2 mg/ml a 5 mg/ ml pour l'extrait éthanolique a
70% et de 5 mg/ml a 10 mg/ml pour l'extrait aqueux.

La comparaison avec les résultats de Buabidi et al. (2023) pour des extraits

¢thanoliques 70% de feuilles Cistus salviifolius et Zalegh et al. (2021) pour des extraits de
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Cistus sp montre que, bien que les tendances générales soient similaires, avec des valeurs de

CMB dépassant 2 mg/ml pour Staphylococcus aureus.

Zalegh et al. (2021) ont rapporté des valeurs de CMB de 10 mg/ml pour Escherichia
coli et Pseudomonas aeruginosa avec les extraits éthanoliques a 70% et les extraits aqueux.
Les valeurs de CMB pour Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis étaient de 5 mg/ml pour
les extraits éthanoliques a 70% et de 10 mg/ml pour les extraits aqueux. Pour les souches
fongiques Candida albicans, les valeurs de CMF ¢étaient de 5 mg/ml pour les extraits

¢thanoliques a 70% et de 10 mg/ml pour les extraits aqueux.

Des études ont également démontré I’activité antimicrobienne des produits a base de
Cistus sp, en particulier I’écorce (Bouamama et al., 1999), les feuilles (Orhan et al., 2012 ;
Sagdic et al., 2006), et les fleurs (Basile et al., 1996). Les polyphénols trouvés dans les
différentes parties de Cistus sp, en particulier les flavonoides et les tanins, présentent une
activité antioxydante et antimicrobienne (Gori et al., 2016). L'acide ellagique et les
ellagitannins, spécifiques a Cistus salviifolius, ont montré des effets significatifs contre une

variété de micro-organismes (Khan et al., 2018).

Premierement, méme au sein de la méme espéce bactérienne ou fongique, il peut
exister des variations de sensibilité aux extraits en fonction des différences génétiques entre
les souches utilisées dans différentes études. Par exemple, Liao et al. (2017) ont montré que
des souches d'Escherichia coli provenant de différentes sources peuvent présenter des
résistances variées aux mémes antimicrobiens en raison de différences génétiques.

Deuxiemement, les conditions exactes du test de microtitrage, telles que la
composition du milieu de culture, la concentration initiale des microorganismes et les
conditions d'incubation, peuvent influencer les résultats (Jorgensen et Turnidge, 2015).

Troisiemement, la méthode d'extraction, le solvant utilis¢ et la concentration des
extraits peuvent également varier 1égerement entre les études, ce qui peut affecter I'efficacité
antimicrobienne observée (Cowan, 1999).

Ces résultats corroborent nos propres observations et renforcent la conclusion que les

extraits de Cistus clusii présentent une activité antimicrobienne notable.
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Conclusion

Les plantes médicinales constituent une source inépuisable de métabolites secondaires,
des substances bioactives aux propriétés thérapeutiques. Parmi ces plantes, Cistus clusii. Cette
étude vise a valoriser la flore Algérienne en mettant en évidence les extraits des feuilles de
Cistus clusii récoltées dans la région de Tiaret. Les résultats obtenus ont été les suivants :

Les caractéristiques organoleptiques des extraits de feuilles de Cistus clusii ont été
révelée texture variant de la poudre a des cristaux, avec des différences de couleur entre les
extraits éthanoliques (teinte verte foncée) et aqueux (marron foncé). Le rendement d'extraction
a été évalué pour différentes concentrations d'éthanol, I'extrait éthanolique & 70% présente le

rendement le plus élevé, a 21%, suivi de pres par I'extrait aqueux, a 20%.

L'analyse phytochimique a révélé des concentrations variables en composés bioactifs,
les extraits éthanoliques a 70% montrent les concentrations les plus élevées en polyphénols

totaux, avec une moyenne de 25.33 = 0.30 mg EAG/g.

Les flavonoides sont également plus abondants dans I'extrait éthanolique a 70%, avec
une concentration moyenne de 112.20 + 0.59 mg EQ/g.

Les tanins condensés et hydrolysables sont plus présents dans les extraits éthanoliques,
avec des valeurs plus élevées pour I'extrait a 70% avec une moyenne de 55.65 + 0.24 mg EC/g,
11,02 £ 0.30 mg EAT/g respectivement.

Pour ce qui est de l'activité antioxydante, les extraits éthanoliques a 70% ont montré
une capacité significative a neutraliser le radical DPPH, avec une concentration inhibitrice
médiane (ICso) de 1.2 mg/ml, indiquant une forte activité antioxydante. Les extraits
éthanoliques a 50% et 90%, ainsi que l'extrait aqueux, ont également montré des activités

antioxydantes, bien que légérement inférieures.

Concernant l'activité antimicrobienne les valeurs de CMI pour les extraits éthanoliques
a 70% varient de 0.5 mg/ ml a 1 mg/ml, tandis que pour I'extrait aqueux, elles varient de 2 mg/
ml a5 mg/ ml. Les valeurs de CMB et CMF sont lIégérement supérieures aux valeurs de CMI.
Les souches microbiennes testées ont montré une sensibilité aux extraits éthanoliques, avec

des valeurs plus faibles pour les extraits éthanoliques a 70% par rapport a I'extrait aqueux.

En conclusion, le meilleur extrait qui a donné de meilleures activités biologiques « les

extraits éthanoliques a 70% ».

Ces résultats confirment le potentiel bioactif des extraits de feuilles de Cistus clusii en tant
que sources naturelles d'antioxydants et d'agents antimicrobiens. lls soulignent l'intérét de

poursuivre les recherches sur les applications médicales et thérapeutiques de cette plante.
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Conclusion

Notre résultats ne constituent qu’une partie préliminaire dans le domaine de la
recherche des antioxydants et antimicrobiens naturels, il serait intéressant de détailler ce travail

par :

- Effectuer des analyses sur la composition chimique des extraits (HPLC, CGMS).

- Tester I’effet des extraits sur d’autres souches pathogenes.

- Evaluer l’activité¢ antioxydante et antimicrobienne des différentes parties de Cistus
clusii et d’autres régions en Algérie.

- Etudier des activités biologiques in vivo sur un modéle animal.

- Valorisation de cette plante dans le domaine de phytothérapie.
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Annexe 1 : Photos de la plante Cistus clusii (photos originales)
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Annexe 2 : Composition des milieux de culture.

Milieux de culture
pour 1000 ml eau distillée

Composition

Milieu Chapman
(Senouci et Abdelouahid, 2010)

Peptone 11 g
Extrait de viande 1 g
Chlorure de sodium 75 g
Mannitol 10 g
Agar 159
Rouge de phénol 0.025 g

Gélose Nutritive (GN)
(Senouci et Abdelouahid, 2010)

PH=6.8
Extrait de viande 1 g
Extrait de levure 2 g
Peptone Trypsique 5 ¢
Chlorure de sodium 5 g
Agar-agar 5 ¢

Milieu Muller Hinton
(Senouci et Abdelouahid, 2010)

PH=7.4
Infusion de viande de beeuf
Hydrolysat de caséine 17.5 g
Amidon 1.5¢
Gélose 17 ¢

Milieu Mac Conkey
(Senouci et Abdelouahid, 2010)

Peptone de caséine 17 g
Peptone de viande 3 g
Lactose 10 g
Mélange de sels biliaires 1.5 ¢
Chlorure de sodium 5 g
Rouge neutre 0.03 g
Cristal violet 0.001 g
Agar-agar 13.5¢g

Milieu Sabouraud
(Senouci et Abdelouahid, 2010)

PH=5.6
Peptones 10.0g
Glucose 40.00 g

Agar 15.00 g
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Annexe 3 : Repiquage des souches

Annexe 4 : Coloration de gram
Préparer un frottis de la souche test ;
Recouvrir le frottis de violet de gentiane, laisser agir 1 minute, rincer a I’eau distillée ;
Verser du lugol et laisser agir pendant 1 minute, rincer a I’eau distillée ;
Décolorer a 1’alcool a 95%, entre 15 et 30 secondes, rincer a 1’cau distillée
Recolorer avec de la fuchsine pendant 10 a 30 secondes, rincer a I’eau distillée ;
Sécher au-dessus de la flamme d’un bec bunsen ;

Observation au microscope optique a 1I’objectif x 100 a I’immersion (Delarras, 2007)
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Annexe 5 : Observation microscopique de Staphylococcus aureus (X100)
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Annexe 8 : Observation microscopique de Bacillus subtilis (X100)
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Annexe 10 : Screening phytochimique des extraits

Métabolites Exggl;;;‘é)t;a:tlg(l)lg;les Extrait aqueux
Tanins totaux ' i +++ ++
Tanins galliques +4++ +4++

Flavonoides ¥ ' +4++ +4+
Terpénoides ++ ++
Saponosides 44+ ++
Anthocyanes ++ +
Caroténoides
Polyphénols +4++ ++
Iridoides _ _
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Annexe 11 : Activité antioxydante

Q)T ' 4\ 4 . ' “"
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Résumé

Cistus clusii est une plante médicinale de la famille des Cistaceae. Cette étude vise a
explorer les propriétés phytochimiques et les activités biologiques des extraits éthanoliques et
aqueux des feuilles de cette plante.

Les résultats obtenus ont montré que les extraits éthanoliques et aqueux contiennent
des teneurs considérables en composés phénoliques, incluant des polyphénols totaux,
flavonoides, et tanins condenseés et hydrolysables.

Le screening phytochimique a révelé la présence des anthocyanes, flavonoides,
polyphénols, terpénoides, tanins galliques, tanins totaux et saponosides. L'activité
antioxydante, mesurée par la méthode DPPH, est puissante, avec des ICso de 1.2 mg/ml pour
les extraits éthanoliques a 70% et 1.4 mg/ml pour I’extrait aqueux.

L'activité antimicrobienne, évaluée par la méthode de microtitrag, a donné une bonne
efficacité contre plusieurs souches bactériennes, notamment Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, et Bacillus subtilis, ainsi que contre la levure
Candida albicans, avec des CMI allant de 0.5 mg/ ml a 1 mg/ ml pour I'extrait éthanolique a
70 %, tandis que pour l'extrait aqueux, elles varient de 2 mg/ ml a 5 mg/ml, et des CMB et
CMF variant de 2 mg/ml a 5 mg/ ml pour I'extrait éthanolique a 70 % et de 5 mg/ml a 10
mg/ml pour I'extrait aqueux.

Ces résultats suggerent que Cistus clusii pourrait étre une source prometteuse de
nouveaux agents antimicrobiens et antioxydants.

Mots Clés : Cistus clusii, Extraits, Activité antioxydante, DPPH, Phytochimique,
Activité antimicrobienne

Abstract

Cistus clusiiis a medicinal plant from the Cistaceae family. This study aims to explore
the phytochemical properties and biological activities of ethanolic and aqueous extracts from
leaves of this plant.

The obtained results showed that the ethanolic and aqueous extracts contain significant
amounts of phenolic compounds, including total polyphenols, flavonoids, and condensed and
hydrolyzable tannins.

Phytochemical screening revealed the presence of anthocyanins, flavonoids,
polyphenols, terpenoids, gallic tannins, total tannins, and saponins. The antioxidant activity,
measured by the DPPH method, ispotent, with ICso values of 1.2 mg/ml for the 70% ethanolic
extract and 1.4 mg/ml for the aqueous extract.

The antimicrobial activity, evaluated by the broth microdilution method, showed good
efficacy against several bacterial strains, notably Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and Bacillus subtilis, as well as against the yeast
Candida albicans, with MIC ranging from 0.5 mg/ml to 1 mg/ml for the 70% ethanolic extract,
while for the aqueous extract, they range from 2 mg/ml to 5 mg/ml, and MBC and MFC values
ranging from 2 mg/ml to 5 mg/ml for the 70% ethanolic extract and from 5 mg/ml to 10 mg/ml
for the aqueous extract.

These results suggest that Cistus clusii could be a promising source of new
antimicrobial and antioxidant agents.

Keywords : Cistus clusii, Extracts, Antioxidant activity, DPPH, Phytochemical,
Antimicrobial activity.
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