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Résumé

Nerium oleander L. est une plante appartenant a la famille des Apocyanaceae, c¢’est un
arbuste a feuilles persistantes, largement utilisé¢ a des fins médicinales. L’objectif de notre
travail est 1’étude phytochimique et 1’activité biologique de deux extraits des feuilles de

Nerium oleander L.

L’extraction par des solvants organiques a mis en évidence deux extraits de polarité

différente : I’extrait méthanolique et 1’extrait chloroformique.

Le screening phytochimique réalisé¢ sur les deux extraits a révélé la présence de

quelques métabolites secondaires et I’absence de d’autres.

L’activité antioxydante des deux extraits a été évaluée par la méthode du piégeage du
radical libre DPPH. Les résultats obtenus montrent que les deux extraits de Nerium oleander

L. sont dotés d’une faible activité antioxydante.

L’évaluation de I’activité antibactérienne des deux extraits a été¢ effectuée par la
méthode de diffusion sur milieu solide contre des bactéries Gram positif et Gram négatif ; les
résultats obtenus montrent que les deux extraits des feuilles de laurier-rose n’ont pas d’effet

contre les bactéries Bacillus cereus, E .coli et Pseudomonas aeruginosa.

Mots clés: Activité antioxydante, Nerium oleander L., métabolites secondaires, screening

phytochimie, activité antibactérienne.



Abstract

Nerium oleander L. is a plant belonging to the Apocyanaceae family, widely used for
medicinal purposes. The aim of our work is to study the phytochemistry and biological

activity of two extracts of Nerium oleander L. leaves.

Extraction with organic solvents revealed two extracts of different polarity: the

methanolic extract and the chloroformic extract.

Phytochemical screening of both extracts revealed the presence of some secondary

metabolites and the absence of others.

The antioxidant activity of both extracts was assessed using the DPPH free radical
scavenging method. The results obtained indicate that both Nerium oleander L. extracts have

low antioxidant activity.

Evaluation of the antibacterial activity of the two extracts was carried out using the
diffusion method on solid medium against Gram-positive and Gram-negative bacteria; the
results obtained show that the two oleander leaf extracts have no effect against bacterial

strains (E .coli, Bacillus cereus and Pseudomonas aeruginosa).

Key words: antioxidant activity, Nerium oleander L., secondary metabolites,

phytochemical screening, antibacterial activity.
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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d'années, ’homme utilise les plantes comme médicaments pour
soulager les symptomes et traiter les maladies. Il est fascinant de savoir que I'homme a utilisé
pres de 5 000 especes de plantes différentes comme médicaments ou dans l'industrie médicale
tout au long de I'histoire, ce qui représente environ 20 % des plantes vasculaires utilisées dans
la médecine contemporaine, directement ou indirectement par 1'homme (Dardona et

Shahabuddin, 2022).

Les plantes médicinales sont utilisées depuis des décennies dans les systémes de soins
traditionnels pour la composition des recettes médicinales (Telefo et al., 2011; Lawin et al.,
2016). Actuellement, pres de 75% des médicaments ont une origine végétale et 25% d'entre
eux contiennent au moins une molécule active d'origine végétale (Dossevi et Essou 2011). Le
recours & la médecine a base des plantes est profondément ancré dans notre culture, car
I’Algérie est réputée par la richesse de sa flore médicinale qui comprend des centaines
d'especes végétales (Akharaiyi et Boboye, 2010). De nombreux pays en développement dans
le monde sont dotés d'importantes ressources en produits naturels. Ce patrimoine prestigieux,
qui comprend les plantes médicinales, est utilis¢é depuis des sic¢cles par les populations
indigénes comme médicaments pour soulager les maladies, comme produits de soins, comme
parfums, comme arémes, comme €dulcorants et comme produits de lutte contre les parasites

(Omara, 2020). De ces nombreuses plantes médicinales on site Neruim oleandre L.

L’une des plantes médicinales les plus couramment utilisées est N. oleander L. de la
famille des Apocynaceae, un arbuste avec de longues feuilles vert foncé et beaucoup de fleurs
simples ou doubles qui peuvent parfois avoir un parfum fleuri (Koeser et al., 2017). Diverses
¢tudes montrent que cette plante est originaire de la région méditerranéenne et du sous-
continent indo-pakistanais, et qu'elle peut étre trouvée dans une variét¢ de régions
géographiques et environnementales (Ebrahimi et al, 2018). Les études pharmacologiques
ont révélé que laurier-rose posséde des propriétés antioxydantes, anticancéreuses,
antimicrobiennes, antiparasitaires, antinflammatoires, analgésiques dermatologiques,

hypolipidémiques, antidiabétiques, cardiovasculaires et nerveux centraux. (al-snafi, 2020).



Introduction

L’objectif de notre travail consiste a faire une étude phytochimique sur deux extraits des

feuilles de laurier rose, et de tester leurs pouvoir antioxydant et antibactérien.
Notre étude s’articule autour de deux parties :

e [a premicre partie est une synthése bibliographique, elle contient des
notions générales sur les plantes médicinales dans le premier chapitre, le deuxiéme
chapitre est consacré a la botanique de la plante étudiée et les métabolites secondaires

dans le troisieme chapitre, et enfin le stress oxydant dans le quatriéme chapitre.

e La deuxi¢me partie est une étude expérimentale qui comprend un chapitre décrivant le
matériel végétal utilisé, les méthodes et les protocoles expérimentaux utilisés, ainsi

que le chapitre qui englobe les résultats obtenus et leurs discussions.

Le travail est cloturé par une conclusion dont laquelle on a met I’essentiel de notre

travail et des perspectives pour les réaliser au future.
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Partie I : Synthése bibliographique

| - Les plantes médicinales
Introduction

Dans le code de la Santé publique, il n'existe pas de définition 1égale d'une plante
médicinale au sens juridique, mais en France « une plante » est dite médicinale lorsqu'elle est
inscrite a la pharmacopée et que son usage est exclusivement médicinal. C’est-a-dire qu’elle
est présentée pour ses propriétés préventives ou curatives a 1'égard des maladies humaines ou

animales (Chabrier, 2010).

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
I’élaboration des médicaments, non seulement lorsque les constitutions des plantes sont
utilisés directement comme agent thérapeutique, mais aussi comme mati€re premicre pour la
synthése de médicaments ou comme modele pour les composés pharmacologiquement actifs

(Ameenah, 2006).

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour 1’humanité et plus
particuliérement pour la majorit¢ des communautés démunies des pays en voie de
développement qui en dépendent pour assurer leurs soins de santé primaires et leurs
substances; elles utilisent la plupart des espéces végétales, tant ligneuses qu’herbacées comme
médicaments, une croyance bien répondue est que toute plante soigne. Plus de 80 % des
populations africaine ont recours a la médicine et a la pharmacopée traditionnelle pour faire
face aux problemes de santé, le continent africain regroupe des plantes médicinales trés
diversifiées. En effet sur les 300.000 especes végétales recensées sur la planete, plus de
200.000 especes vivent dans les pays tropicaux d’Afrique et ont des vertus médicinales. Les
plantes médicinales demeurent encore une source de soins médicaux dans les pays en voie de

développement en 1’absence d’un systéme médicinale moderne (Salhi et al., 2010).
1- L'histoire des plantes médicinales

La phytothérapie correspond a I'utilisation des plantes dans le but de traiter ou prévenir
les maladies, elle utilise les feuilles, fleurs et sommités fleuries, racines ou plantes entieres.
L’utilisation des plantes se fait par ingestion interne ou application externe sous la forme de

tisanes, gélules, alcoolats et teintures et d’extraits.

I1'y a 60 000 ans, I’homme de Neandertal utilisait les plantes, et les chamans ont joué un
role important dans la collection, I’apprentissage a 1’utilisation et la transmission de la
connaissance des plantes durant I’évolution d’Homo Sapiens. Les plantes étaient employées

largement dans I’alimentation, la gestion de certaines maladies et aussi pour atteindre un

4



Partie I : Synthése bibliographique

monde plus spirituel. Puis les Grecs avec Hippocrate, Aristote, Théophraste, Galien,
Dioscoride et les Romains ont enseigné 1’art de traiter par les plantes en colligeant les

connaissances avec plus de 500 plantes médicinales répertoriées.

En 529, le pape Grégoire enseigna en France la médecine par les plantes, et ce n’est
qu’aux alentours du début du IXe siécle que le Moyen-Orient, 1’ Afrique du nord et ’Espagne
avec 'université de Cordoue ont repris 1’enseignement de ces connaissances, puis Avicenne

(980-1037) distilla les premiéres huiles essentielles (Létard et al., 2015)

Jusqu'au XIXe siecle, les médecins se contentaient, pratiquement, de puiser dans la
«pharmacie du bon Dieu» pour soulager les maux de leurs contemporains. C'est alors que les
chimistes ont réussi a isoler les principes actifs de certaines plantes importantes (la quinine du
quinquina, la digitaline de la digitale, etc.). Poursuivant leurs recherches, au début du XXe
siécle, ils ont fabriqué des molécules synthétiques. Désormais, croyait-on, on allait prescrire
exclusivement des médicaments issus des cornues, les plantes ne servant plus que de réserves
a molécules chimiques utiles. Récemment, des médecins et des professeurs dynamiques ont

créé des centres de formation en phytothérapie (Larousse, 2001).
2- Types de plantes médicinales
2-1- Plantes spontanées

Beaucoup de plantes médicinales importantes se rencontrent encore a 1’état sauvage.
Les plantes spontanées représentent encore aujourd’hui un pourcentage notable du marché.
Leur répartition dépend du sol et surtout du biotope (humidité, vent, température et 1’intensité
de la lumiére... etc.). Dans certain cas, certaines plantes se développent dans des conditions
¢loignées de leur habitat naturel (naturel ou introduite). Dans ce cas leur degré de

développement est modifié, ainsi que leur teneur en principes actifs (Chabrier, 2010).
2-2- Plantes cultivées

Pour I’approvisionnement de marché des plantes médicinales et la protection de la

biodiversité floristique, le reboisement des plantes médicinales est indispensable :

- Disponibilité¢ des plantes sans besoin d’aller dans la forét pour détruire les especes
sauvages.

- Apports substantiels de revenus pour les paysans qui les cultivent.

- Disponibilité prévisible des plantes médicinales au moment voulu et en quantité

voulue.
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- Disponibilité et protection des plantes actuellement rares ou en voie de disparition
dans la nature.

- Controle plus facile de la qualité, de la sécurité et de la propreté des plantes. La teneur
en principes actifs d’une plante médicinale varie selon I’organe considéré, 1’age de la
plante, I’époque de I’année et I’heure de la journée. Il y a donc une grande variabilité
dont il faut tenir compte pour récolter au moment le plus opportun (Bouacherine et

Benrabia, 2017).
3- Modes d’utilisation des plantes médicinales

Les modes d’utilisation des plantes sont divers selon qu’elles sont prescrites : par voie
interne (absorption orale, gargarisme, bains de bouche), ou externe (cataplasme, lotion,

gargarisme, bain de bouche, bain injection cavités naturelles, fumigation).

Les principales modes d’extraction des ¢léments actifs les plus fréquemment employés

sont :

L’infusion qui utilise I’eau, laquelle solubilise les sels minéraux, pectines, mucilages et
alcaloides a I’état de sels. L’eau chaude solubilise partiellement les huiles essentielles. Elle
permet l'extraction des principes actifs par mise en contact avec de 1’eau chaude portée a
¢bullition de plantes seéches ou fraiches, puis refroidissement spontané. Les plantes plus

ligneuses nécessitent un temps d'infusion prolongé.

La fumigation est I’utilisation des vapeurs ou fumées de 1’¢ébullition des plantes ou de

leur combustion.

La teinture est obtenue en laissant macérer 3 semaines les plantes dans de ’alcool a
95° (éthanol) avec décantation, pression et filtrage. Compte tenu de la teneur en eau des
plantes, le titre alcoolique est ramené aux alentours des 70°. Le rapport final de la macération
est de (1 :10), soit 10 g de teinture mére équivalant a 1 g de plante s¢che. Il faut se méfier de
I’alcool chez I’enfant et la posologie est de régle 1 goutte par kilo et par jour. La quantité
d’alcool ingérée pour 100 gouttes par jour est équivalente a 2 ml d’alcool a 70° soit 10 ml de
vin a 14°. On peut utiliser du vin (vin de gentiane) ou de 1’huile (huile de serpolet) a la place
de I’alcool dans certains cas. A partir de la teinture meére qui est diluée et dynamisée, sont

produites les dilutions homéopathiques des plantes.

Les extraits fluides classiques ou glycérinés sont obtenus par extraction des principes
actifs dans des mélanges successifs aux concentrations d’alcool croissantes, puis ils sont

remis ou pas dans une solution neutre glycérinée.
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Les huiles essentielles sont obtenues par distillation d’une plante dans de 1’eau ou par
entrainement a la vapeur d’eau. Elles contiennent une concentration trés élevée de principe
actif comparé a la plante fraiche mais ne contiennent pas le totum de la plante. Les hydrolats
sont des sous-produits de la distillation d’une plante dans de I’eau lors de la production

d’huile essentielle.

La gélule est une forme récente de prise d’un traitement phytothérapique avec des
enveloppes 100% végétales ; elle permet une haute concentration de produits actifs avec des
poudres micronisées ou des nébulisas. La quantité de plante dans une gélule est limitée a
500/750 mg de plante séchée, ce qui peut nécessiter la prise d’un nombre important de

gélules.

Les poudres sont obtenues par séchage et broyage. La plante enti¢re se conserve trés
bien apres dessiccation, car la cellule végétale est adaptée a la carence en eau, le broyage
quant a lui est susceptible d’altérer la stabilité des principes actifs dans le temps. La qualité du
broyage est un élément important pour avoir une poudre de qualité, la plus fine possible

(broyage par marteau, ciseau, disque) (Létard et al., 2015).
4- Caractéristiques des plantes médicinales

Les plantes médicinales ont de nombreuses caractéristiques lorsqu'elles sont utilisées

comme traitement (Rasool et al., 2012)

» Médecine synergique: chaque plante a de nombreux composés qui peuvent interagir
simultanément conduisant soit a se complétent ou endommagent les fonctions les unes des

autres, ou neutraliser leurs éventuels effets négatifs.

» Soutien de la médecine officielle : les ingrédients des plantes peut €tre utilisés avec

des produits chimiques pour obtenir le résultat souhaité.

» Médecine préventive : certains composants des plantes on s'est avéré efficace pour
prévenir ou réduire le risque de certaines maladies (par exemple la grippe), et cela peut aider a

réduire le fardeau et le cout de l'utilisation de remédes chimiques (Ali haider, 2019).
5- Importance des plantes médicinales

Les plantes médicinales ont commencé a étre considérées comme une source essentielle
dans le traitement/la prévention de divers types de maladies. Chaque plante se compose de
plusieurs ingrédients importants qui peuvent étre utilisé dans le domaine médical, et peut €tre

impliqué dans le développement de différents types de médicaments. Beaucoup de pays sous-
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développés ou méme de pays développés ont utilisé la phytothérapie pour maintenir le bien-
étre humain, état de santé personnel et le traitement de certains types de maladie

(Randrianasolo et al., 2015).

Depuis la plus haute antiquité, les plantes ont une place primordiale dans la vie
quotidienne de I’homme parce qu’elles sont utilisées pour se nourrir et se soigner. En Algérie
a I’image de nombreux pays, se trouve une réserve de remédes a base de plantes, de savoir et
savoir-faire qui s’inscrivent dans le cadre de la médecine traditionnelle a usage humain contre
plusieurs maladies a titre d’exemple, 1’ail, le gingembre, la menthe, I’origan et 1’absinthe sont

utilisés pour des fins thérapeutiques et aussi pour usage vétérinaire (Gherbi et al., 2015).

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
I’¢laboration des médicaments; non seulement lorsque les constituants des plantes sont
utilisés directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matieres premicres pour

la synthése de médicaments ou comme modeles pour les composés pharmacologiquement

actif (Decaux, 2002).
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I1- Généralité sur Nerium oleander L.
1- Famille des Apocynaceaes

La famille des Apocynaceae ou Apocynacées est une famille de plantes dicotylédones
de I’ordre des Gentianales. Ce sont, pour la plupart, des lianes ou des plantes herbacées,
quelques arbres ou arbustes, a latex, a feuilles persistantes, des régions tempérées a tropicales
(Judd et al., 2002). La famille comporte plus de 180 genres et 1300 espéces, se développant
principalement dans la zone intertropicale et répartis en 4 sous-familles (Hostettman et al.,
2000).

Cette famille comprend de nombreuses plantes ornementales ainsi que des plantes

médicinales. En Algérie on peut citer I’exemple du laurier rose.
2- Genre Nerium

Nerium est un genre appartenant a la famille des Apocynaceae comprenant une seule
espéce Nerium oleander L. (Kadrim et yahia, 2016), que I'on trouve en Afrique du Nord,
dans l'est du bassin méditerranéen et en Asie du Sud-Est, et dans les lits de riviéres asséchées.
(Kadrim et yahia, 2016 ; Ayouaz et al., 2023). Il pousse dans les zones humides le long des
rivieres jusqu'a 2000 m et se trouve dans de nombreuses régions du monde avec un climat
méditerranéen ou subtropical (Baiion et al., 2006). On le trouve principalement sur les
alluvions et les terrains rocheux, le long des oueds dans le nord du Sahara et dans les

montagnes du Tassili et du Hoggar (Chopra et al., 1971).

Le nom latin Nerium vient du grec "nerion" qui signifie "humide"”, indiquant la
prédilection de cette plante pour les zones humides. Le nom spécifique de laurier-rose vient
de I'italien "oleandro” qui vient du latin "olea" qui se référe a l'olivier, en référence a la
ressemblance du feuillage de laurier avec celui de I'olivier (Sinha et Biswas, 2016). Il est
largement utilis¢é comme plante ornementale dans les paysages, les parcs et les jardins, et le
long des routes en raison de sa floraison abondante qui dure longtemps et de sa rusticité
modérée. Le laurier-rose est le plus répandu, et ses fleurs séduisantes le rendent

particuliérement dangereux en cas d'ingestion accidentelle (Farooqui et Tyagi, 2018).

Une quantité considérable de travaux a été réalisée et 1'isolement d'un certain nombre
de métabolites secondaires a été rapporté a partir du genre Nerium. Bien que les triterpénoides
soient les principaux constituants de ce genre, d'autres métabolites secondaires, tels que les

prégnanes, les cardénolides (Ekalu et al., 2019 ; Omara et al., 2020), les glycosides
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cardiaques (Ekalu et al., 2019) ont également été fréquemment isolés et caractérisés (Ayouaz
et al., 2023).

3- L'espéce Neruim oleander L.

Le Nerium oleander L. (Syn. N. indicum), est un arbuste appartient a la famille des
Apocynaceae, communément appelé laurier-rose (appelée localement Défla), en raison de sa
ressemblance superficielle (non apparentée) avec l'olive Olea. De nombreux cultivars de
Nerium oleander L. ont été sélectionnés et développés par des particuliers, des pépiniéres et
des institutions publiques. Cette plante peut étre propagée par graines mais, étant allogame et

fortement hétérozygote, elle présente une grande variabilité dans les populations de semis
(Ebrahimi et al., 2018).

Le Nerium oleander L. est une plante connue depuis des siécles pour son utilisation en
médecine ou comme bois de chauffage. C’est une plante trés toxique pour tous les

mammifeéres.

A ce titre leur utilisation en phytothérapie est limitée a 1’usage externe. Elle est
largement utilisée en médecine traditionnelle chinoise, pour stimuler les muscles cardiaques,

soulager les douleurs et comme insecticide ( ShanYu et al., 2004) (figure N°01).

Figure N°01 : Nerium oleander L. (Originale, Centre

universitaire Mila 2023)
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4- Description botanique

N. oleander L. est un petit arbuste a feuilles persistantes ou un arbre densément
ramifi¢ de 2-5 m de hauteur (Sinha et Biswas, 2016; Farooqui et Tyagi, 2018). Ses

caractéristiques morphologiques sont les suivantes :

e Les feuilles : opposées ou verticillées par 3, longuement lancéolées (8-14 x 5-2.5cm),

coriaces, a nervures secondaires pennées, trés nombreuse, serrées (Figure N°02).

Figure N°02 : Feuille de Nerium oleander L. (Originale, 2023) I

e Les fleurs : en corymbes terminaux, ont une corolle infundibuliforme a gorge rose

s’évasant en 5 lobes étalés et ornés d’un appendice a 3-4 dents courtes ; elles
s’épanouissent de juin a septembre, sont de teinte rose ou blanche, disposées en

corymbe (Delille, 2007) (Figure N°03).

Figure N°03 : Fleurs de Nerium oleander L. (Originale,
Centre universitaire Mila 2023)
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e Les fruits : consiste en un follicule étroit de 7,5 a 17,5 cm de long et s'ouvre pour

disperser des graines duveteuses (Sinha et Biswas, 2016) (Figure N°04).

Figure N°04 : Fruits de Nerium oleander L. (Originale,

Centre universitaire Mila 2023)

e Lesgraine : duveteuse, est surmontée d’une aigrette sessile qui en facilite la diffusion

(Hussain et al., 2004) (Figure N°05).

Figure N°05 : Graines de Nerium oleander L. (Originale,
Centre universitaire Mila 2023)

e Lestiges : Sont érigées et nombreuses pouvant atteindre 5 m de haut (Figure N°06).

12
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Figure N°06 : Tige de Nerium oleander L. (Originale, Centre

universitaire Mila 2023)

e Racines : Ces plantes ont un systéme racinaire étendu et sont souvent utilisées pour
stabiliser le sol dans les zones plus chaudes (Zibbu et Batra, 2010 ; Sinha et Biswas,
2016).

5- Classification botanique

Selon Linné (1753) Nerium oleander L. appartient au :

Royaume Plantae

Sous royaume Viridiplantae,Streptophyta
Super division Embryophyta
Division Tracheophyta
Subdivision Spermatophytina
Classe Magnoliopsida
Superordre Asteranae

Ordre Gentianales
Famille Apocynaceae
Genre Nerium

Espéce Nerium oleander L.
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6- Synonymes

Nerium oleander L. est connu sous différentes dénominations communes selon les

pays et les régions considérées (Al-Snafi, 2020):

Afrique Selonsroos

Arabe Difla, Ward Al-Hemar, Sim Al-Hemar
Anglais Oleander, Rose bay, Rose laurel
Francais Oleander

Allemand Oleander

Japon kyochiku-to

Portugal Espirradeira, oleandro

Espagne Adelfa, Balandre, Laurel rosa, Pascua

7- Origine et répartition géographique

Nerium oleander L. est une plante originaire d'Europe et d'Afrique et elle se trouve
couramment dans les régions tropicales et subtropicales du monde. Cette plante est cultivée
dans les régions plus septentrionales, elle pousse spontanément sur les berges rocheuses des
rivieres, parfois méme dans les zones coticres, généralement dévolues a des espéces

halophiles. Elle s'adapte a la sécheresse et est trés décorative (Bruneton, 2001).

Cette plante se distribuait a l'origine dans la région subtropicale de 1'Asie et de la
Méditerranée, mais elle pousse maintenant dans de nombreuses régions du monde, notamment
aux Etats-Unis, en Australie, en Chine, dans les pays du Moyen-Orient (Derwich et al., 2010)
et dans différents lieux géographiques et écologiques. Elle était distribuée en Afrique
(Algérie, Libye, Maroc, Tunisie, Niger), en Asie (Emirats arabes unis, Afghanistan, Chypre,
Iran, Irak, Palestine, Jordanie, Liban, Syrie, Turquie, Inde, Népal, Pakistan), et Europe
(Albanie, Croatie, Grece, Italie, Malte, France, Portugal, Espagne) et cultivé dans de larges

zones (Sinha et Biswas, 2016) (Figure N°07).
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Figure N°07 : Répartition géographique de Nerium oleander L. dans le monde

(Les Jardins de La Pascalinette ,2022)

8- Conditions de croissance

Sa croissance est rapide. C’est un arbuste peut exigeant qui supporte le calcaire et les
terres un peu pauvres, un sol pas trop sec en été et au printemps. Le sol doit étre fertile. 1l est
trés résistant a la sécheresse mais s'accommode aux climats tropicaux humides, il est sensible
au froid (Benston, 1984 ; Aubineau et al., 2002). Les lauriers roses résistent facilement
jusqu'a a 8°C, ses longues racines lui permettent de chercher I'eau a grande profondeur dans le

lit des riviéres a sec (Benston, 1984 ; Aubineau et al., 2002).
9- Les variétés de Neruim oleander L.

Elle se caractérise par de nombreuses variétés ornementales qui se différent par la
couleur de ses fleurs ; on trouve des fleurs roses, rouges, blanches et jaunes et qui peuvent étre
simple ou complexe (Huxley, 1992). Les fleurs dégagent une odeur dougatre a 1’état frais et

sont peu odorantes une fois séchées (Jouve, 2009) (Tableau ).
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Tableau | : Les différentes variétés de Nerium (Huxley, 1992)

Nerium oleander 'Mont blanc' (5 a2 6 m)

Nerium oleander 'Splendens

(52 6m)

Nerium oleander 'Petite
Salmon

(32ad4m)

Nerium oleander 'Tamour

(5a6m)

Neriumoleander 'Cavalaire' syn. '"Mme Allen" syn.

'‘Mme

Planchon' (4 2 6 m)

10- Composition chimique

Le dépistage phytochimique préliminaire montre que la plante est riche en métabolites
primaires notamment les glycosides et les stéroides cardioactifs comme les glycosides

cardiaques et les cardénolides qui sont les composants caractéristiques de cette plante. Les
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graines contiennent des glucosides (oléandrine, odorosides, adigoside), 1'écorce contient des
glucosides (rosaginoside, nerioside, corteneroside) et les racines contiennent des stéroides

(Al-Snafi, 2020).

La quantité maximale d'oléandrine se trouvait dans les racines, suivies des feuilles, des tiges
puis des fleurs. Les concentrations d'oléandrine dans les parties de la plante variaient de 0,18
a 0,31mg/g de poids sec (10-18%) dans les feuilles, et de 0,120 a 23mg/g de poids sec (9-
20%) dans la tige, et de 0,34 a 0,64mg/g de poids sec (10-18%) dans les racines (Tayoub et
al., 2014).

Les études phytochimiques effectuées sur le N. oleander L. ont permis d’isoler également
un grand nombre de métabolites secondaires tels que des alcaloides, des flavonoides, des

tanins, des phénols, des saponines, des pregnanes, des triterpénoides et des triterpénes

(Chaudhary et al., 2015).

Une grande quantité des polyphénols est présente dans les feuilles de N. oleander L. L’acide
cinnamique est le composant phénolique principal. Les autres composants phénoliques sont
I'épicatéchine, la catéchine et l'acide chlorogénique. L’acide oléandrique et un nouveau
triterpéne isolé des feuilles fraiches de N. oleander L. avec plusieurs flavones (0,5%) et huiles
volatiles (Ebrahimi et al., 2018). Le tableau II résume la composition phytochimique des

différentes parties de N. oleander L. selon plusieurs études effectuées.

Tableau Il : Constituants chimiques des différentes parties de Nerium oleander L.

Partie de Groupe de Substances isolées

plante substance

' ) L’eneridiginoside, le nerizoside, le neritaloside ,
Cardénolides (Sinha

) I'odoroside-H, roside-H,adynerin, folinerin,
et Biswas, 2016).

kaneroside, neriaside, oleandrin .

Les acides nériucoumarique et isoneriucoumarique,
Eeuilles et triterpenes de type ursane 1, oléane 2 et
Triterpénes dammarane 15, 1’acide 3beta-hydroxy-12-ursen-28-
(Farooqui et Tyagi, | oique, acideoléanolique, acide bétulinique, bétuline,
2018) taraxasterane, 20beta, 28-époxy-28

alphaméthoxytaraxasteran-3beta-ol et 20 beta, 28-

époxytaraxaster-21-en-3beta-ol, ursane.
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Glycosides

(Farooqui

et Tyagi, 2018)

I'oléandrine, la nériine, les cardénolides, le

gentiobiosyl et I'odoroside.

Alcaloides

(Ebrahimi et al.,

Méthyle 6-dioxy-2-o méthyle, B-d-allopyranoside,
cycloheptasiloxane, tétradécaméthyle,

cyclooctasiloxane, 'hexadécaméthyle,

2018) )
cyclononasiloxane, I'octadécaméthyle,
cyclodécasiloxane, I'eicosaméthyle.
neriumogenin-f, neriumoside A-1, neriumoside A-
Racines e 2, neriumoside B-1, neriumoside B-2, neriumoside
) C-1.
(Parisetal., 1971 ;
Graines Hanson, 1985 ; Hug | ©leandrin, odorosides
etal., 1999) graciloside, neriodorein, neriodorin, odorobioside -
L’écorce ; . .
K, odoroside-A, odoroside-B, 1-strophanthin.
_ Glycosides (Zibbu et | oléandrine, odorosides, adigoside.
Graines
Batra, 2010)
L’écorce rosaginoside, nerioside, corteneroside.
Flavonoides
Différent (Hanson, 1985) campherol-3rhamnoglucoside, quercetin, quercetin-
parties 3-rhamnoglucoside, rutin.

11- Utilisations médicinales et traditionnelles a travers le monde

Nerium oleander L. est employée en médecine traditionnelle. Les feuilles de cette

plante étaient extrémement utilisées dans le traitement de certaines maladies chroniques et

obstinées de la peau, notamment la Iepre et l'alopécie. La poudre des feuilles était utilisée

comme tabac pour traiter 1'épilepsie. La racine réduite en poudre avec de I'eau, et appliquée

pour soulager les maladies vénériennes et pour le traitement des hémorroides (Khare, 2004).

Le tableau III résume les différents usages en médecine traditionnelle de Nerium oleander L.

a travers le monde.

18




Partie I : Synthése bibliographique

Tableau Il : Principales utilisations de Nerium oleander L. en médecine traditionnelle selon
les Pays.
Parties Utilisées Pays Indications / (références)
Afrique du sud Abortif (Adom et col., 2003)
Nettoyage et assouplissement des pieds (peau),
Algérie ) )
contre les caries dentaires (Maftah et al, 2003)
Feuilles ou Iran Cardiotonique et diurétique (Adom., 2003).
séchages o ] )
Antidiabétique, abortif, démangeaison, mal de
Maroc téte (Bnouham et al., 2002), antigel, contre la
chute des cheveux et I’eczéma (Oukal, 2008).
_ | Antibactérien (Erdemoglu et col., 2003;
Tanzanie et Turquie
Adom, 2003)
Différents organes Cuba Cuba (Adom et col., 2003).
Inde et Bangladesh | Antibactérien (Adom et col., 2003)

12- Propriété pharmacologique du genre Nerium

Les propriétés du laurier sont connues et utilisées a visées thérapeutiques et suicidaires
depuis I’antiquité. (Bourgeois et al., 2005; Ibrahim et al., 2007 ;Barbosa et al., 2008). Dans
certaines régions du Maroc, en Afrique, les feuilles sont utilisées en macération et en friction
externe pour traiter la gale, la chute des cheveux, les poux, le diabéte et les maux de dents.
(Lahsissene et al., 2009). Les racines sont bouillies dans de l'eau et utilisées pour les
affections cutanées, 1'herpes et la teigne de N.oleander L. sont utilisés dans le traitement des
ulcéres et provoquent également l'avortement (Hseini et Kahouadji, 2007). L'écorce est
amere et est utilisée comme cathartique, fébrifuge et contre la fievre intermittente. L'huile
préparée a partir de l'écorce de la racine est utilisée dans le traitement de la lépre et des
maladies de peau de nature squameuse. Les graines sont utilisées comme purgatif dans
I'hydropisie et les rhumatismes. La racine est un puissant résolutif et est utilisée sous forme
d'emplatres et est appliquée sur les tumeurs en raison de sa nature toxique, elle n'est utilisée
qu'en externe (Farooqui et Tyagi, 2018). Les feuilles et les fleurs de Nerium sont émétiques,

cardiotoniques, diaphorétiques, expectorantes, sternutatoires, diurétiques, anticancéreuses,
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antibactérien et antifongique. L'extrait hydro-alcoolique et aqueux des fleurs est anti
nociceptif et cardiotonique (Zibbu et Batra, 2010 ; Sinha et Biswas, 2016 ; Farooqui et
Tyagi, 2018).

En 2011, l1a Fédérale Drug Administration (FDA) a déclaré que l'extrait de laurier-
rose pouvait étre utilisé sans danger dans le traitement du cancer. Il a également constaté que
les cancers de la vessie, colorectal, du sein, du pancréas et de I'appendice étaient traités avec
succes, et que celui du pancréas et de 1'appendice ont répondu favorablement a l'extrait avec

trés peu de réaction indésirable ou de cardiotoxicité.
13- Toxicité du Nerium oleander L.

Nerium oleander L. est une plante toxique par ingestion depuis 1’antiquité. Toutes ses
parties, en particulier les graines et les racines, qu’elles soient fraiches, séchées ou bouillies,
étaient rapportées toxiques. Les principaux composants toxiques sont les glycosides
cardiaques. A leurs effets, méme une petite quantité de Nerium oleander L. peut causer la
mort en raison de ses effets sur le ceeur (Turan et al., 2006). Il est commun que 1’ingestion de
Nerium oleander L. provoque des signes et des symptomes a la fois cardiaques, gastro-
intestinaux et neurologiques : les signes gastro-intestinaux : nausées, vomissements, douleurs
abdominales et diarrhée. Les principaux symptomes neurologiques sont: tremblements,
somnolence et ataxie. Une hypotension et une perte de conscience peuvent également survenir
et aussi des crises d’épilepsie ont été décrites. Les effets cardiaques des glycosides sont dus a

une cardiotoxicité (Farkhondeh et al., 2020).

Les symptomes cliniques comprennent des coliques, de la diarrhée, une respiration
laborieuse, des tremblements musculaires, de 1’ataxie, une incapacité a se tenir debout, un
pouls irrégulier et faible, des extrémités froides en raison de la diminution du débit cardiaque,
et des convulsions. La consommation de cing feuilles de Nerium oleander L. peut provoquer
un empoisonnement mortel. Cependant, il a été signalé qu’une feuille de Nerium oleander L.

avait des effets toxiques graves chez les enfants et les animaux (Al-Snafi, 2020).
14- Les activités biologiques
a) L'activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne de Nerium oleander L. a été examinée contre différentes
souches de bactéries Gram-positives et Gram-négatives, de levures et de virus (Ali et al.,
2010). L'effet de 'extrait éthanolique de feuilles était significatif sur des souches bactériennes

telles que Bacillus subtilis et Nyctanthes arbortristis. Les extraits éthanoliques floraux de N.
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oleander L. ont montré une activit¢ antifongique in vitro contre quatre champignons
phytopathogenes : Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, F. solani et Rizoctonia solani.
L'huile essentielle des fleurs de N. oleander L. a montré une activité antibactérienne in vitro
contre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus (Sinha et
Biswas, 2016). Les extraits chloroformique, éthanoliques et méthanoliques de 1'écorce, les
feuilles et la racine ont été testés contre B. pumilus, B. subtilis, S. aureus et E. coli. Les
résultats montrent que ces extraits possédent une activité antibactérienne puissante (Dey et

Chaudhuri, 2014).
b) Activité immuno-modulatrice

L'effet in vitro de I'extrait aqueux de feuilles de Nerium oleander L. sur I'activité humorale
et phagocytaire et la réponse immunitaire cellulaire in vivo ont été étudiés chez le lapin. Le
traitement des lapins avec l'extrait a 75 mg/ kg de poids corporel par voie sous-cutanée a non
seulement diminué la production d'anticorps, mais a également exercé une inhibition sur la
réaction d'hypersensibilité de type retardé et I'activité phagocytaire, tandis que le traitement
des lapins a 50 et 25 mg/ kg de poids corporel par voie sous-cutanée a provoqué une
stimulation du systéme immunitaire. Ces résultats suggerent que 1'extrait aqueux de feuilles
exerce un effet immuno-modulateur marqué sur le systéme immunitaire des lapins (Al-
Farwachi, 2007).

c) Effet diurétique

Le principal actif, 1'oléandrine, stimule la fonction cardiaque et a également un effet
diurétique. L'effet de 1'odorine sur le cceur des lapins et des chiens est identique a celui du
groupe digitalique, tandis que la nériodine est deux fois plus active que la digitoxine dans une

action digitalique similaire a celle de 'oléandrine (Zibbu et Batra, 2010).
d) Activité antidiabétique

La capacité antidiabétique de 1’extrait hydro-méthanolique standardisé (50 et 200mg/kg
pc, pendant 20 jours) des feuilles de Nerium oleander L. a été étudiée dans le cadre d'un
diabéte induit par l'alloxan chez des souris. L'extrait possede wune activité
antihyperglycémique, il réduit la glycémie de 73,79 % apres 20 jours de traitement. Le test de
tolérance au glucose par voie orale a révélé une augmentation de la tolérance au glucose,
comme en témoigne la diminution de 65,72 % de la glycémie 3 heures apres le traitement. Le
pourcentage de diminution des différents marqueurs enzymatiques du foie était significatif, de

méme que la diminution des taux de triglycérides et de cholestérol, ce qui démontre une
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puissante activité antihyperlipidémique. L'activité de la peroxydase et de la catalase dans le
foie, les reins et les muscles squelettiques a été significativement restaurée, en plus d'une
réduction marquée de la peroxydation des lipides et d'une normalisation du niveau de

glycogéne hépatique chez les souris alloxanisées traitées par 1’extrait (Dey et al., 2015).
e) Activité antioxydante

Les extraits de feuilles, des tiges et des racines de N. oleander L. possédent une activité
antioxydante efficace, qui comprend un pouvoir de piégeage et de réduction des radicaux
libres ; cette activité a été corrélée avec la quantité de contenu phénolique total présent dans
les différents extraits (Farooqui et Tyagi, 2018). Les fleurs de N. oleander L. se révélent

également étre une source potentielle d'antioxydants naturels (Mohadjerani, 2012).
f) Activité anticancéreuse

L'extrait aqueux de N. oleander L. fait l'objet d'é¢tudes cliniques en tant qu'agent
anticancéreux. L'oléandrine et son aglycone, 1'0léandrigénine, sont les composés actifs isolés
de cette plante dont les propriétés anticancéreuses ont été démontrées (Zibbu et Batra, 2010).
Il a été démontré que les extraits de Nerium stimulent le systéme immunitaire en stimulant la
fonction et la capacit¢ de sous-ensembles spécifiques de cellules mononucléaires et en
stimulant spécifiquement les lymphocytes T et B, les systémes immunitaires & médiation

cellulaire et a médiation humorale.
g) Activité anti-inflammatoire

Des expériences d'évaluation de l'activité anti-inflammatoire ont permis de vérifier que les
composants liposolubles des fleurs peuvent avoir cette activité (Zibbu et Batra, 2010). Les
extraits éthanoliques de feuilles séchées et de fleurs fraiches de N. oleander L. ont montré une
activité anti-inflammatoire puissante contre le modéle d'cedéme de la patte arriére induit par la

carragénine chez les souris sans induire de dommages gastriques (Farooqui et Tyagi, 2018).
h) Activité larvicide

L’écorce, la tige, les feuilles, les fleurs et les racines de N. oleander L. possédent des
propriétés insecticides et anti-alimentation contre plutella xylostella (Grainge et al., 1984).
Cette plante a également été signalée pour son activité larvicide contre aedes aegypti (sinha
et biswas, 2016). L’extrait aqueux de ses feuilles a montré des propriétés ovicides et

larvicides et l'activité ovicide et adulticide de cette plante contre Anopheles stephensi a été
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¢galement enregistrée. La mortalité larvaire de culex quinquefasciatus a été testée par des

extraits de fleurs bruts hexaniques et aqueux (farooqui et tyagi, 2018).
i) Activité toxique

Le laurier rose est un arbuste dangereux, toutes ses parties sont toxique (feuille, fleurs ...)
en cas d’ingestion ils peuvent provoquer des accidents grave. Sa toxicité envers [’homme,
I’animal et certains insectes a fait 1’objet de plusieurs études (Adom, 2003 ; Almahy, 2006 ;
Barbosa, 2008). Des tentatives de suicide au N. oleander L. sont réguliérement colligées par

les toxicologues dans différentes parties du monde (Bourgeois, 2005).
J) Activité insecticide
N.oleander L. est utilis¢é d’une maniére traditionnelle sous forme de boutures par les

agriculteurs dans la région de Constantine pour limiter les dégats des vers blancs (Madaci et

al., 2008).
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111- Les métabolites secondaires
Introduction

Les métabolites secondaires désigne toute substance présente dans un organisme et ne
participant pas directement a un processus essentiel d'une cellule vivante. Ce concept est
historiquement attribué¢ a Kossel 1891, qui I'a introduit a la place des métabolites primaires,
directement impliqués dans les principales voies du métabolisme basal de la cellule. Chez les
végétaux, ces composés secondaires regroupent des dizaines de milliers de molécules
différentes, souvent regroupées en superfamilles chimiques comme les polyphénols, les
terpénes et stérols, les alcaloides, etc. Ces métabolites secondaires sont souvent caractérisés

par de faibles concentrations dans les tissus végétaux (Bourgaud, 2013).
1- Définition de métabolite secondaire

Les métabolites secondaires sont des molécules telles que les acides phénoliques, les
flavonoides, les terpénoide et les alcaloides qui sont produits par des organismes en dehors
des voies métaboliques nécessaires pour assurer la survie. Cette série de composés est bien
développée dans les plantes et constitue un moyen de lutte contre les concurrents écologiques
(allélopathie) ou les prédateurs (production de substances toxiques ou mauvais golit pour les

herbivores) (Benchacha, 2008).

Ces molécules assurent des fonctions critiques dans la résistance aux contraintes
biotiques (pathogénes végétaux, herbivores...) et abiotiques (UV, température...) (Naboulsi
et Aboulmouhajir, 2018). Ils ne sont pas essentiels a l'organisme, mais jouent
nécessairement un role important dans la machinerie enzymatique complexe nécessaire a leur
production. Ils ont un rdle écologique (xosomes, phéromones...). Ces molécules ont été
sélectionnées au cours de I'évolution en fonction de leur interaction avec les récepteurs d'un
autre organisme. En tant que tels, ils représentent une énorme source potentielle de

médicaments thérapeutiques (Thomas, 2009).
2- Classification des métabolites secondaires des plantes médicinales

Chez les végétaux, ces composés secondaires regroupent des dizaines de milliers de
molécules différentes regroupées en familles chimiques comme les polyphénols, les terpenes,

les alcaloides,... etc. (Elkolli, 2016).
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1-1- Les composés phénoliques

Les molécules hydrosolubles sont présentes dans toutes les plantes, Ils sont issus bio
génétiquement de deux voies de synthése principales : les voies du shikimate et de l'acétate
(Lugasi et al., 2003). L'élément structurel de base est un noyau benzénique auquel un ou
plusieurs groupements hydroxyles sont directement attachés, libres ou participant a une autre
fonction chimique (éther, méthyle, ester, sucre, etc.) (Bruneton, 1997). Ce sont des molécules
bioactives largement utilisées en thérapeutique comme vasoconstricteurs, anti-inflammatoires,
inhibiteurs d'enzymes, antioxydants, anti-radicalaires et antibactériens (Djemai Zoughlache,
2008).

La structure chimique des polyphénols est comparable, caractérisée par un ou
plusieurs cycles hydroxyle aromatiques (Figure N°08). Les polyphénols sont divisé en

différents groupes selon le nombre de cycles aromatiques les combiner et les remplacer

(Manallah, 2012).

Groupe hydroxyle »OH

Anneau
aromatique .

Groupe phénol

Figure N°08 : Structure de base des polyphénols (Manallah, 2012)

1-2-  Les Alcaloides

Les alcaloides sont un groupe diversifi¢ de composés a faibles poids moléculaires,
contenant de 1'azote dérivés principalement d'acides aminés et trouvés dans environ 20% des

especes végétales (Roberts, 2013).

Les alcaloides sont des composés alcalins, parmi lesquels on trouve la morphine, la

caféine, I’héroine, la nicotine, la vinblastine, 1’éphédrine et la cocaine (Nabors, 2009).

Ils ont une activité pharmacologique et thérapeutique importante, notamment au
niveau du systéme nerveux central, du systétme nerveux autonome et du systéme
cardiovasculaire, et jouent un role écologique de défense contre les herbivores (Khenaka,

2011).

La caractérisation de la présence d'alcaloide peut se faire par précipitation a 'aide de :
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Réactif silico-tungstique : réactif de Bertrand, Réactif Tétraiodomercurate de potassium,
réactif de Valser-Mayer, lodobismuthate de potassium : réactif de Dragendorff (kansole,
2009).

2-2-1- Classification

Ont distingué 3 types d’alcaloides qui peuvent étre classés en fonction de leur
structure chimique, de leurs activités biologiques et écologiques ou de leur voie de

biosynthése (Yinyang et al., 2014).

e Les alcaloides vrais : dérivent des acides aminés, comportant un atome d'azote dans
un systéme hétérocyclique. Ils sont toxiques et ont une grande activité biologique,

méme a faibles doses (Yinyang et al., 2014).

e Les proto-alcaloides : sont des amines simples, dont I'azote n'est pas inclus dans un

hétérocycle. Ils dérivent aussi des acides aminés (Yinyang et al., 2014)

e Les pseudo-alcaloides : dont le squelette carboné ne dérive pas d’acides aminés, mais

résultat d’une transamination. (Bouaziz, 2022)
1-3- Terpénes

Les terpénes, ou isoprénoides, ou terpenoide sont 1'une des classes les plus diverses de
métabolites secondaires. Il a été répertorié plus de 30 000 composés dont la trés grande
majorité est spécifique du régne végétal et qui englobe les aromes et parfums, les
antibiotiques, les hormones végétales et animales, les lipides des membranes... (Buckingham,
2004).

Les terpenoide des plantes sont beaucoup utilisés en raison de leurs qualités
aromatiques. Ils Jouent un réle dans les remedes en herboristerie traditionnelle et font 1’objet
de recherche pour découvrir des effets antibactériens, antinéoplasiques ou autres effets

pharmaceutiques (Benchacha, 2008).

Le terme de terpénoide est attribué¢ a tous les composés possédant une structure
moléculaire construite d’un monomere a 5 carbones appelé isopréne de formule CSH8 avec
une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone...etc.) ; ils sont
des hydrocarbonés naturels, de structure soit cyclique soit a chaine ouverte ; leur formule
brute est (C5HX) n dont le x est variable en fonction du degré d’instauration de la molécule et
n peut prendre des valeurs (1-8) sauf dans les polyterpénes qui peut atteindre plus de 100 (le

caoutchouc). Ces composés sont majoritairement d’origine végétale (Malecky, 2005).
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2-3-1- Classification de terpénes

Selon le nombre d’unités isopréniques qui les constituent, on distingue : les terpénes

ou monoterpénes en C10, les sesquiterpenes en C15, les diterpénes en C20, les triterpenes

C30, et les tétraterpenes C40 (Guignard, 1996).

Monoterpénes : Les monoterpénes (C10H16) sont constitués de deux unités
d’isopréne liées (C5H8) (Marmulla et Harder, 2014). lls sont des composants
majeurs des ardmes de plantes. Ces produitsnaturels volatiles, appelés huiles
essentielles, constituent la base de 1'industrie de la parfumerie et des aromes (Hanson,

2003) (Figure N°9).

~ ~ puleguone limonene
Mytcene

Figure N°09 : Exemples de quelques monoterpenes (Collin et Crouzet, 2011)

Sesquiterpénes : Les sesquiterpénes sont des molécules a 15 atomes de carbone
constituées de trois unités isopréniques et dérivant du Farnésyldiphosphate (Wink,
2003). 11 s'agit de la classe la plus diversifiée des terpénes, elle contient plus de 3000
molécules (Figure N°10).

Caryophyllene h
4 1§ L

Figure N°10 : Exemples de quelques sesquiterpenes. (Collin et Crouzet, 2011)

Di terpénes : Les di terpénes sont formés de quatre unités isoprénes (C20H32)
(Hernandez, 2005), ils comprennent les gibbérellines phytohormones du
développement impliquées dans des processus cellulaires fondamentaux tels que la

germination (Graebe, 1987).

Triterpénoides et stéroides : Les triterpénes sont des composés en C30 issus de la

cyclisation de 1'époxysqualéne ou du scaléne (Krief, 2003). Les stéroides sont dérivés
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de triterpén est étracycliques. Beaucoup de stérols se produisent sous forme de

glycosides caractérisés par les saponines stéroidiens (Hanson, 2003).

e Saponines (Groupes de stéroides) : Ce sont des composés naturels dont la structure
est d’hétérosides (glucides), de stérols ou triterpened, trés abondants dans les
végétaux. Les saponines sont des substances tensioactives, qui forment des solutions
colloidales et font apparaitre de la mousse comme le savon (en latin : sapo signifie
savon) (cheeke et al., 2005). Elles se composent d’une fraction aglycone hydrophobe
(un noyau stéroidique ou triterpénique) liée a une chaine mono ou polysaccaridique

hydrophile (Wallace, 2004).
2- Les métabolites secondaires de Nerium oleander L.

La plante a révélé la présence de métabolites médicalement actifs. Les feuilles de NO
ont rapporté des glucides, des protéines, des alcaloides, des flavanoides, des térépénoides, des
glycosides cardiaques, des tanins et des saponines (Suganya, 2012). L'extrait méthanolique de
NO contient la plus grande quantité de composés phénoliques et présente une activité
antioxydante maximale (Garima, 2011). Toutes les parties du laurier-rose contiennent des
glycosides et des alcaloides hautement toxiques et mortels (Barbosa et al., 2008). Les
principaux glycosides sont l'oléandrine, la nériine et les cardénolides, le gentiobiosyl et
l'odoroside sont également présents (Farooqui et Tyagi, 2018). Les graines contiennent des
glucosides (oléandrine, odorosides, adigoside). L'écorce contient également des glucosides
(rosaginoside, nerioside, corteneroside) et les racines contiennent des stéroides (Zibbu et
Batra, 2010). En outre, une variété d'autres composés pharmacologiquement actifs, y compris
la folinerine, la rosagénine, la rutine et 1'oléandomycine, ont été identifiés dans la plante
(Farooqui et Tyagi, 2018). Peu d'études se sont intéressées a la fraction phénolique de N.
oleander L. II a été révélé qu'une grande quantité de polyphénols est présente dans les feuilles
de N. oleander L. et que I'acide cinnamique est le composant principal, les autres composants
étant I'épicatéchine, la catéchine et 1'acide chlorogénique. La teneur totale en phénols de la
fleur de N. oleander L. était de 136,54 + 3,32 mg d'équivalent d'acide gallique/g d'huile
essentielle. La teneur phénolique totale des extraits aqueux, méthanol-eau, méthanolique et
d'acétone des feuilles de N. oleander L. était respectivement de 4,54 + 0,23, 4,25 + 0,23, 2,08
+ 0,38 et 4,21 + 0,29 et celle des fleurs de 7,52 + 0,93, 7,15 + 0,43, 6,24 + 0,57 et 7,13 £+ 0,49
ug d'équivalent acide gallique par 100 pg d'extrait (Singhal et Gupta, 2012). Le kaempférol,

le kaempférol 3-O-B-glucopyranoside et l'acide chlorogénique ont été isolés a partir de
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l'extrait éthanolique. l'acide chlorogénique a été isolés a partir du sous-extrait d'acétate

d'éthyle de 'extrait éthanolique de la fleur de N. oleander L. (Atay et al., 2018).

Plusieurs flavones (0,5 %) et huiles volatiles (quantité négligeable), ainsi que du
caoutchouc, des graisses, des sucres et de l'acide cyanhydrique peuvent étre isolés a partir de
ses feuilles. Zibbu et Batra (2010) et Begum et al., (1999) ont rapporté que la feuille de N.

oleander L. contient des cardénolides responsables de l'activité insecticide.
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IV- Le stress oxydatif
1- Les radicaux libres

1-1- Définition

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atomes, ions ou molécules) possédant
un électron célibataire (non apparié) sur leur couche périphérique (au niveau de ses orbitales
externes). Un radical libre réagit spontanément avec d’autres atomes ou molécules pour
former un nouveau radical provoquant ainsi des réactions en chaine qui ne sont interrompues
que lorsque deux radicaux libres réagissent entre eux, celle-ci sont des espéces instables trés
réactives in vivo (Boubali, 2017). Les électrons sont des corpuscules chargés électriquement
et qui par un mouvement de rotation sur eux-mémes, induisent un champ magnétique appelé
«SPIN», cet état leur confére une instabilité énergétique et cinétique (Pillou, 2014). Les
radicaux libres présentent une grande instabilité et tres réactifs, ont une durée de vie courte et

sont capables de réagir avec de nombreux composés (Peia-Bautista et al., 2019).
2- [Espéces réactives de ’oxygene (ERO)

Les especes réactives de I’oxygene (ERO) sont des radicaux libres issus de I’oxygene
moléculaire. Elles représentent la plus importante classe d’especes réactives générées dans les
organismes vivants a cause de I’importance du métabolisme aérobie (Valko et al., 2007). Les
especes réactives oxygénées (ERO) incluent les radicaux libres comme le radical hydroxyl
(OH.), le radical superoxyde (O2¢-) et sa forme protonnée (HO2.), le radical peroxyl (ROO.)
et les especes non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogene (H202) et I’oxygene singulet
(102) sont des molécules hautement réactives produites dans les organismes vivant sous des

conditions physiologiques et pathologiques (Patterson et al., 2019).
3- Dommages induits par les espéces réactives de I’oxygéne (ERO)

La surproduction des radicaux libres et des différentes espéces réactives produits a
partir des sources endogeénes et exogenes peut conduire au dommage des composants
cellulaires et a I’altération des fonctions cellulaires, de plus les effets toxiques des radicaux
libres peuvent conduire a la mort cellulaire. Les cibles biologiques des radicaux libres sont en

grande partie les protéines, les lipides et les acides nucléiques (Carocho et al., 2018).
3-1-  Oxydation des acides nucléiques
Les acides nucléiques sont des molécules tres sensibles a 1’attaque des ERO. L'attaque

radicalaire se manifeste soit directement en entrainant I'oxydation des bases et engendrant un
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grand nombre de bases modifi¢es, soit elle cible la liaison entre la base et le désoxyribose
créant un site abasique, soit cible le sucre lui-méme créant une coupure de simple brin (Van
Houten et al., 2019). Les bases composant ' ADN, particuliérement la guanine, sont sensibles
a l'oxydation par les radicaux libres. La réduction de la guanine résulte de 1’ouverture de sa
structure cyclique formant le formamidopyrimidine. Son oxydation, cependant, conduit a la
formation du 8-hydroxy-2’ déoxyguanosine, un produit majeur dont la présence dans 1’urine
sert de bio-marqueur du dommage oxydatif de ’ADN et qui est capable d’induire des

mutations spécifiques conduisant au développement du cancer (Nemmar et al., 2016).
3-2-  Oxydation des lipides

Les lipides membranaires sont les cibles les plus susceptibles a 1’action des ERO et
des radicaux libres a cause de la présence des lipides insaturés ; I’acide linoléique et 1’acide
arachidonique (Zielinski et Pratt, 2017).L abstraction d’un atome d’hydrogéne a partir d’une
molécule d’acide gras polyinsaturé¢ initie le processus de la peroxydation lipidique. Un atome
d’hydrogene est pris d’une deuxieéme molécule d’acide gras polyinsaturé résultant en un
nouveau radical libre (Taso et al., 2019). Ces radicaux peuvent déclencher une chaine de
réactions de peroxydation au niveau des acides gras des phospholipides membranaires,
conduisant a I’altération de la membrane et la perte de 1’organisation de sa structure de
bicouche lipidique qui est nécessaire a la fonction des enzymes liées et des récepteurs (Gavric

etal., 2017).
3-3- Oxydation des protéines

Les radicaux libres sont capables de réagir avec différents acides aminés des chaines
des proté€ines. Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui
comportent un groupement sulfhydrile (SH), dont le site actif contient le groupement Fe-S
sont également trés sensibles a I’inactivation par 1’0O2e-, les modifications structurales des
protéines et/ou l'altération de la fonction sont les conséquences majeures (Hematyar et al.,
2019). Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques (enzymes,
canaux et récepteurs), et deviennent beaucoup plus sensibles a 1’action des protéases
(Rosenfeld et al., 2018). La modification de 1’état redox de ces groupements conduit a la
déformation de la cellule, la déplétion des réserves calciques et le changement de I’état
d’ouverture des canaux potassiques et calciques. En addition, les protéines les plus sensibles

aux attaques radicalaires sont surtout celles qui comportent les acides aminés aromatiques tels
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que le tryptophane, la tyrosine et I’histidine, sur lesquels le OHes’additionne, modifiant la

conformation de la protéine (Hematyar et al., 2019).
4-  Stress oxydant

Le stress oxydant ou le stress oxydatif, est défini comme un déséquilibre entre la
production d'oxydants et les mécanismes de défense antioxydant au sein d'un méme
organisme, ce qui conduit a des dommages dans les biomolécules comme les lipides, les

protéines et les acides nucléiques (Niki, 2018 ; Tu et al., 2019).
5- Antioxydants

Un antioxydant est défini comme toute substance ou molécules capables de réduire les
effets de 1’oxygéne, significativement retarde ou empéche l'oxydation (Defraigne et
Pincemail, 2008). Les antioxydants sont capables de piéger les radicaux libres en captant

1'électron célibataire, en les transformant en molécules ou en ions stables (Favier, 2003).
6- Utilisations des antioxydants
On peut utiliser les antioxydants dans plusieurs domaines comme :

e Dans I’industrie chimique : pour éviter le durcissement du caoutchouc ou en

métallurgie pour protéger les métaux de I’oxydation.
e Dans I’industrie agro-alimentaire : pour éviter le rancissement des corps gras.

Dans I’industrie teinturerie : pour €viter 1’oxydation des colorants au soufre ou des

colorants de cuve lors de la teinture (Moussous, 2018).
7- Les antioxydants d'origine végétale
7-1-  Vitamine C

L'acide ascorbique ou vitamine C est hydrosoluble, méme si la plupart des
mammiféres peuvent la synthétiser, 1'organisme humain en a perdu la capacité au cours de
I'évolution. Il doit donc la puiser chaque jour dans les aliments. Les principales sources de
vitamine C sont les fruits (en particulier les baies) et les 1égumes (Ashor et al., 2016). La
Vitamine C est un trés bon capteur de radicaux libres oxygénés aussi bien hautement réactifs
tels que les radicaux d’OH.et d’O2.-(Smirnoff, 2018). Sa capacité de donation d’électrons
dans une large gamme de réactions enzymatiques et non enzymatiques. La vitamine C

empéche 1’oxydation des LDL produites par divers systeémes générateurs de radicaux libres.
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Elle peut aussi réduire le radical a-tocophérol (Xiong et al., 2017). Ce qui lui permet de jouer

son role d'antioxydant a plusieurs reprises (Ashor et al., 2016).
7-2-  Vitamine E ou tocophérol

La vitamine E est une vitamine liposoluble présente en grande quantité dans les huiles
végétales (ex : I’huile de palme, d’olive et de tournesol), elle va agir comme antioxydant
contre les ERO (en parallele de la vitamine C et du glutathion) et plus particuliérement dans
I’inhibition de la peroxydation lipidique. La chaine carbonée augmente en effet le caractére
lipophile de la molécule et ainsi facilite la pénétration dans les bicouches lipidiques, et permet

une action directe intracellulaire (Fabre et al., 2015).
7-3- Les composées phénoliques

Les polyphénols sont des métabolites secondaires d'un poids moléculaire élevé. Ils
sont largement distribués dans le régne végétal. Plusieurs études ont montré qu’il y a un
rapport inverse entre la prise d’aliments riches en polyphénols (les fruits et les 1égumes) et le
risque des maladies reliées a 1’age comme les maladies neurodégénératives et les maladies
cardiovasculaires (Hahn et al., 2017 ; Fraga et al., 2019). Cette relation est souvent attribuée
aux puissantes activités antioxydantes des flavonoides et d’autres polyphénols associées a
leurs propriétés redox permettant d’éliminer ou capture les effets d’especes réactives de
I’oxygene ainsi que de chélater les différents métaux de transition et inhibition de I’activité de
certaines enzymes responsables de la production des ERO comme la xanthine oxydase (Xu et
al., 2017 ; Serino et Salazar, 2019).

7-4-  Les caroténoides

Les caroténoides sont des pigments liposolubles jaunes, orangée a rouge, synthétisés
par les plantes et les microorganismes. En plus de leur activité de provitamine A, les
caroténoides sont généralement de bons capteurs des radicaux hydroxyles et peroxyles ce qui
les rend susceptibles d'inhiber les chaines de peroxydation lipidique (Zuluaga et al., 2017).
En outre, les caroténoides ont un role spécifique de capter l'oxygene singulet (102) en
neutralisant I’électron non apparié, les transformant ainsi en molécules ou ions stables, ce qui
leur permet d'exercer une protection vis-a-vis des dommages induits par les rayons

ultraviolets de la lumiére solaire (Eggersdorfer et Wyss, 2018).
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I- Matériel et méthodes
1- Matériel végétal

Notre étude est effectuée sur les feuilles de Neruim oleander L., La récolte est réalisée

le mois de février 2023, dans la région Tassadane Hadada, wilaya de Mila Algérie.
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Figure N°11 : Situation géographique de la zone de prospection I

1- Préparation du matériel végétal

e Séchage et broyage

Une fois récoltées, les feuilles sont lavées a 1’eau courante pour éliminer tous les
débris, puis séchées a I’obscurité. Apres le séchage, les feuilles sont finement broyées en
poudre a I’aide d’un broyeur électrique, puis stockées dans des bocaux en verre jusqu’a leur

utilisation pour la préparation des différents extraits.

Figure N°12 : Feuilles et poudre de laurier rose (Nerium oleander L.) I
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2- Méthodes utilisées
2-1- Préparation des extraits organiques

La méthode d’extraction utilisée est celle décrite par Diallo et al en 2004 avec
quelques modifications. Elle est basée sur la macération par des solvants de polarité
croissante. Dans notre cas on a utilisé le chloroforme et le méthanol. Chacun de ces solvants
va entrainer un type spécifique de substances. L’extraction par le chloroforme permet
d’obtenir un extrait riche en composés moyennement polaires, tandis que le méthanol extrait

les composés polaires.
> Protocole

Ont été extraits 50g de la poudre avec 250 ml du solvant organique (méthanol ou
chloroforme) et placés sous agitation mécanique pendant 24 heures a température ambiante.
Aprés filtration sur papier, 1’extrait obtenu eSt concentré sous vide au rotavapor (type

BUCHI) a température 40°C (Figure N°13).

A : agitation mécanique B : Filtration C : Evaporation

Figure N°13 : Différentes étapes d’extraction I

L’extrait obtenu a été conservé dans le réfrigérateur a 4°C jusqu'a son utilisation.

2- Screening phytochimique

Ce test permet une analyse qualitative basée sur des réactions de coloration et/ou de
précipitation en utilisant des réactifs spécifiques, en vue de mettre en évidence des substances
chimiques contenues dans les feuilles de Neruim oleander L. Ce screening a été réalisé sur
I'extrait méthanolique et chloroformique. Nous nous sommes servis des techniques

analytiques décrites par Tripathi et al., (2017).
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e Recherche d'alcaloides

On a utilisé le test de Mayer qui consiste a mélanger 1 ml d'échantillon avec quelques
gouttes de réactif de Mayer. La formation d'un précipité blanc ou jaune pale indique la

présence d'alcaloides dans I'échantillon.
e Test pour les saponines

Une petite quantité d’extrait a été secouée avec de 1’eau et observée pour la présence

de mousse.
e Test pour les flavonoides

Une fraction de l'extrait a été prélevée et traitée avec du H2SO4 concentré et

I’observation d’une couleur d'une couleur orange indique la présence des flavonoides.
o Test pour les résines

1 ml d'extrait a été dissous dans de l'acétone, puis 1 ml d'eau distillée a été ajouté. La

turbidité indique la présence de résine.
e Test pour les tanins

A 1 ml de l'extrait, on ajoute 2 ml de FeCl3 a 5%, la couleur bleu foncé ou noir

verdatre est un test positif.
e Test pour I'anthocyanine et la bétacynine

I ml d'extrait végétal a été traité avec 1 ml de NaOH 2N puis chauffé. La formation
d'une couleur bleu-vert indique la présence d'anthocynine, tandis que la couleur jaune indique

la présence de bétacynine.
e Test pour les glycosides

A 1 ml d'extrait végétal, on ajoute 1 ml de FeCI3 (5%), une quantité égale d'acide
acétique, puis quelques gouttes de H2SO4. La couleur bleu verdatre indique la présence de

glycosides.
e Test pour les phénols

Iml d'extrait végétal, traité avec quelques gouttes de solution de FeCl3, donne une

couleur bleu-vert et confirme la présence de phénols.
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e Test pour les terpénoide

A 1ml dextrait végétal, 2ml de chloroforme et 3ml de H2SO4 sont ajoutés. Un

précipité brun rougeatre a l'interface a confirmé la présence de terpénoide.
3- Activité antioxydante (méthode du DPPH)
» Principe

Le DPPH (2,2 diphényl-1-picryl hydrasyl) est généralement le substrat le plus utilisé
pour 1’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme
de radicale libre et la simplicité de ’analyse. Il absorbe dans le visible a une longueur d’onde
517 a 520 nm (Bozin et al., 2008). Le DPPH, un radical libre de couleur violette, est réduit en
un composé de couleur jaune en présence de composés anti-radicalaires (Molyneux, 2004).

On peut résumer la réaction avec 1’équation suivante :
DPPH + (AH), == DPPH H"+ (A)n

Ou (AH)n est un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH (violet)

pour le transformer en Diphényle picryl hydrazine (jaune).
> Protocole

1 ml de chaque extrait (a différentes concentrations) est incubé a température ambiante
et a I'obscurité (30 min) avec 1 ml de solution de méthanol DPPH (0,1 Mm). L'absorbance est
lue & 517 nm (verrouillage de couleur du violet au jaune). L'activité antioxydante, qui indique

la capacité de piéger les radicaux libres, a été évaluée avec la formule suivante :

Le pourcentage d’inhibition = {(Abs controle -Abs test) / Abs controéle} x 100
Abs controle : Absorbance de la solution DPPH.
Abs test : Absorbance de I’extrait testé

Le contrdle consiste en une solution méthanolique de DPPH et I'acide ascorbique est

utilisé comme standard.
4- Activité antibactérienne

L’étude de I’activité antibactérienne in vitro a été réalisée au laboratoire d’analyses
médicales privé MIROUHE de la région de Ferdjioua, et les souches bactériennes nous ont été
apportées par docteur BENSERRADJ W enseignante chercheuse au centre universitaire de
Mila.
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e Préparation des milieux

Deux milieux ont été utilisés dans cette étude ; le premier est le bouillon nutritif (BN)
utilisé pour vérifier la viabilité bactérienne et la réactivation des souches bactériennes, le
seconde est la gélose Mueller-Hinton (MH) utilisé pour tester la sensibilité bactérienne vis-a-

vis les extraits de la plante.
e Préparation des disques

Les disques sont fabriqués a partir du papier Wattman a 1’aide de 1’emporte-picce

(diamétre de 6 mm).
e Réactivation des souches bactériennes

Trois souches bactériennes ont été testées : Escherichia coli, Pseudomonas
aereuginasa (Gram négatif) et Bacillus cereus (Gram positif). Elles ont été réactivées dans un
bouillon nutritif (BN). Les tests antibactériens doivent étre réalisés a partir de colonies jeunes
en phase de croissance exponentielle. Chaque souche a été repiquée par la méthode des stries
sur une gélose non inhibitrice (gélose nutritive) pour obtenir des colonies isolées et incubées a

37°C pendant 18 a 24 h, pour obtenir une culture jeune.

e Préparation de I’inoculum

Apres 24h, quelques gouttes de 1’inoculum sont ajoutées a 5 ml d’eau physiologique
stérile (2 0.9%) pour chaque souche. La densité optique des suspensions bactériennes doit étre
ajustée environ 0.5mf, L’inoculum peut étre ajusté par I’ajout de la culture bactérienne si la
DO est inférieur a 0.5mf, ou par ’ajout de 1’eau physiologique stérile si la DO est supérieur a

0.5mf. Cette comparaison est mesurée a 1’aide d’un densitomeétre.
¢ Ensemencement et dépot des disques

Apres I’ajustement de la turbidité de la suspension servant d’inoculum, on a trempé un
écouvillon dans la suspension bactérienne. L inoculum fraichement préparé est ensemencé en
stries serrés a 1’aide d’un écouvillon a la surface de la gélose Muller Hinton a 3 reprises, la
boite est tournée a environ 60° apres chaque application. Enfin, on a écouvillonné partout

autour du bord de la surface de la gélose. L’écouvillon est rechargé a chaque fois qu’on

ensemence plusieurs boites de Pétri avec la méme souche.

Des disques de papier Wathman stériles (6 mm de diamétre) imprégnés de
concentrations croissantes d’extraits repris (Iml; 0.5ml ; 0.25ml ; 0.125ml) avec le diméthyle

sulfoxyde (DMSO) a raison de 7ul par disque, ont ét¢ déposés délicatement a 1’aide d’une
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pince stérile sur la surface de la gélose. Des témoins imbibés seulement par le DMSO ont été

réalisés comme témoin négatif alors que le témoin positif est préparé avec la gentamicine.

Figure N°14 : Ensemencement et dépot des disques

e Incubation des boites de pétries

Les boites de Pétri sont incubées pendant 24 heures a 37°C. L’expérience est répétée
trois fois pour les différentes concentrations de chaque extrait, et pour chaque espéce

bactérienne.
e Lecture des résultats

Aprés incubation, la lecture des résultats est réalisée en mesurant les zones

d’inhibition produites autour des disques a I’aide d’une régle, ou un pied a coulisse.
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II- Résultats et discussion

1- Le screening phytochimique

Le screening phytochimique, qui a pour but de rechercher les différentes classes des
substances secondaires dans les extraits des feuilles de Nerium oleander L., nous a permis de
mettre en ¢évidence la présence ou l'absence de quelques métabolites secondaires
(polyphénols, flavonoides, tanins, alcaloides, saponines, anthraquinones, terpénoide, résines,

glycosides).

Les résultats des tests photochimiques réalisés sur les deux extraits la plante sont

récapitulés dans le tableau N° IV.

Tableau IV : Screening phytochimique des feuilles de Nerium oleander L.

Métabolites secondaires Extrait | Résultat Résultats par photos
Polyphénols ECh +
EMe +
Alcaloides ECh +
EMe +
Saponines ECh +
EMe -
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Tanins ECh

EMe

Flavonoides ECh

EMe

Terpénoide ECh

EMe

Anthocyanine et Bétacynine ECh
EMe

Résines ECh

EMe
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Glucides ECh +

[ >
®) .

EMe + w W

Les résultats ont été évalués comme suit :
+ : Présence de métabolite
- : Absence du métabolite

L’analyse phytochimique des extraits des feuilles de Nerium oleander L. vise a
caractériser les différents groupes de composés renfermés dans les feuilles de la plante. Les
résultats obtenus confirment la richesse de Nerium oleander L. en composés phytochimiques

importants.

L’extrait chloroformique contient des alcaloides, des flavonoides, des saponines, des
terpénoide, des polyphénols, des bétacynines, des résines et des glycosides; mais il est

dépourvu des tanins et des anthocyanines.

L'extrait méthanolique montre 1'absence de plusieurs familles phytochimiques comme
les saponines, les tanins, les flavonoides, les terpénoide, et les résines, mais il est pourvu de

quelques composés comme les alcaloides, les bétacynines, les glycosides et les polyphénols.

La recherche de métabolites secondaire dans les feuilles de Nerium oleander L. a été

un sujet d’étude de plusieurs chercheurs pendant des années.

Les résultats que nous avons obtenus sont similaires a ceux obtenus dans la

bibliographie (Chaudhary et al., 2015 ; Bameta et al., 2017 ; Cilesizoglu et al., 2022).

Les travaux de Phani et al en 2013 montrent la présence de tannins dans les extraits
de N oleander L. ces composés sont absent dans nos extraits. Cette différence dans le résultat
est probablement due aux protocoles expérimentaux utilisés pour la recherche des métabolites

ou a I’origine géographique de la plante ou le mois de récolte.
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7-5-  Activité antioxydante par diphényle-picryl-hydrazyl (DPPH)

La méthode du DPPH est I'une des méthodes qui permettent d'évaluer
I'activité antiradicalaire des extraits, elle est basée sur la mesure de 1'inhibition des radicaux
libres. La mesure de la densité optique a été effectuée par un spectrophotométre a une
longueur d’onde égale a 517 nm. Les valeurs obtenues nous ont permis de calculer les
pourcentages d’inhibition en utilisant la formule mentionnée précédemment (partie matériel et
méthodes). Les valeurs obtenues ont permis de tracer les courbes de la figure N°15 qui
représente la variation du pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations des

différents extraits.
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Figure N°15 : Pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction des différentes
concentrations des extraits de N. oleander L.

L’activité antioxydante est exprimée en concentration inhibitrice 50 (IC50) c'est-a dire
la concentration de I’extrait susceptible de provoquer 50% d’inhibition, cette valeur a été

déterminée graphiquement (Tableau V).

Tableau V : Valeur de IC50 des extraits bruts et témoin déterminées par le test au DPPH.

Extraits EMe ECh Asc

IC50(mg /ml) 0,89 05 0,28
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L’activité antiradicalaire des deux extraits a été évaluée par le test au DPPH, celui-Ci
est souvent utilisé¢ pour la rapidité des résultats comme il est employé pour le criblage des

molécules douées d'activités antioxydantes présentes dans les extraits des végétaux (Yi et al.,

2008)

L’acide ascorbique a servir comme un standard pour élaborer la courbe d’étalonnage ;
ainsi les composés ou les extraits qui sont capable a trés faible concentration de changer la
couleur du radical libre DPPH du violet au jaune sont considérés antioxydants (anti
radicalaires) (Hennebelle et al., 2006).

D’aprés les résultats obtenus, on remarque que les deux extraits méthanolique et
chloroformique avaient une tendance d’inhiber le DPPH, dont les IC50 ont ét¢ de 1’ordre de
0,89mg/ml et 0,5mg/ml, respectivement. Cet effet anti-radicalaire est moins important a celui

obtenu par le standard (Acide ascorbique) qui avait une IC50 = 0.28g/ml.

Comparativement a des études effectuées sur la méme espéce, nos résultat sont
similaires avec ceux obtenus par Ali ridha en 2020, Namian et ces collaborateurs en 2013
et Alsnai et al., en 2019 sur les différents extraits de la plante, ils ont confirmé que I’extrait
méthanolique et chlorofrmique des feuilles a une activité antioxydante élevée et peuvent
piéger les radicaux libres, et que cette efficacité anti-radicalaire est attribuée a la présence de

polyphénol dans cet extrait.

Les extraits des feuilles et de fleurs de Nerium oleander L. ont une activité
antioxydante due a la présence de métabolites secondaires qui peuvent étre produits dans
toutes les parties ou dans certaines parties de la plante. L'activité antioxydante est due aux

composés phénoliques qui diminuent la concentration des radicaux (Namian et al., 2013).
7-6-  Activité antimicrobienne

L’évaluation de I’activité antibactérienne des deux extraits de N.oleander L. a été
testée contre trois souches appartenant au Gram + et au Gram -, chacune de ces souches
possede des structures cellulaires et des métabolismes particuliers. Le diamétre de la zone

entourant le disque de papier va déterminer la sensibilité des bactéries aux différents extraits.

Le résultat obtenu a montré la résistance des souches (Escherichia coli, Bacillus
cereus et Pseudomonas aeruginosa) aux différentes concentrations de ces extraits (absence de

zone d’inhibition autour du disque (Tableau V1I).
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Tableau VI : Les résultats de tests de sensibilité des souches bactériennes vis-a-vis des

extraits.
DMSO Gentamicine
Les souches Dilutions ECh EMe (témoin (témoin
négatif) positif)
Sm 75 75 0 14.32
1/2 7 7 0
Bacillus cereus
1/4 7 7 0 17.16
1/8 7 7 0
Escherichia coli Absence d’activité 23.55
Pseudomonas aeruginosa Absence d’activité 16.8

Les observations des effets des différents extraits de N. oleander L. sur la croissance

des souches bactériennes testées apres 24h d’incubation sont représentées dans la figure N°16.

B. cereus

E. coli

P.s

DMSO

Gentamicine

Figure N°16 : Sensibilité des souches bacteriennes aux différents extraits et au témoin

positif (gentamicine) et négatif (DMSO)

L'extrait méthanolique de N. oleander L. n'a aucune activité contre les bactéries

Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus et E.coli, ces résultats sont en contradiction avec
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ceux obtenus par (Hussain et Gorsi 2004) et (Bhuvaneshwari et al., 2007) qui ont constaté
qu'il y a une activité antibactérienne de l'extrait méthanolique et chloroformique des feuilles

de N. oleander L. sur ces souches.

La bactérie bacillus cereus (bactérie a Gram positif) montre une trés faible résistance
contre les deux extraits (une faible zone d'inhibition avec des diamétres allant de 7 a 7,5) ceci
est du probablement a la grande sensibilit¢ des bactéries a Gram positif par rapport aux

bactéries a gram négatif (Turkmen et al., 2007 ; Falleh et al., 2008).

Chez les bactéries a Gram négatif, la membrane externe constitue une barricre de
perméabilité efficace; elle posséde une couche se compose des phospholipides, des protéines
et des lipopolysaccharides, cette membrane est imperméable a la plupart des molécules.
Néanmoins, la présence des porines dans cette couche permettra la diffusion libre des
molécules avec une masse moléculaire en-dessous de 600 Da. Cependant, I'inhibition de la
croissance des bactéries Gram (-) a été rapportée, particuliérement en combinaison avec les
facteurs qui peuvent influencer sur I’intégrité de la cellule et la perméabilité de la membrane,
telle que les faibles valeurs du pH et les concentrations élevées en NaCl (Georgantelis et al.,
2007).

Namian et son collaborateur ont 2013 a trouvé que bacillus cereus a une activité
antibactérienne contre I’extrait méthanolique mais avec des zone d’inhibition plus importantes
que dans notre étude, ¢ca due probablement & ’origine de la plante et aux concentrations

utilisées.
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Conclusion

Les composés chimiques actifs extraits des plantes médicinales et aromatiques ont fait
I’objet de multiples projets de recherche ces derni¢res années. Ces plantes sont considérées
pour les chercheurs comme une usine chimique naturelle dont il faut tirer le maximum de

profit.

Cette étude a eu pour objectif de contribuer a une meilleure connaissance de la
phytochimie et les activités biologiques de Nerium oleander L. qui fait partie a la famille des
Apocynaceae, c’est une plante médicinale employée en médecine traditionnelle pour le

traitement de nombreuses maladies.

A Dissus de ce travail, le screening phytochimique réalis¢ a confirmé la richesse de
notre plante en métabolites secondaires ; on a constaté la présence des flavonoides, des

saponines, des terpenoides, des polyphénles, des pétacynines, des résines et des alcaloides.

L’évaluation in vitro de I’activité antioxydante par la méthode de piégeage du radical
libre 1,1-diphényle-picryl-hydrazyl (DPPH) a montré que l'extrait chloroformique a une

activité moyenne, par contre l'extrait méthanolique a un faible pouvoir antioxydant.

La méthode de diffusion en milieu solide a été utilisée pour étudier 1’activité
antibactérienne des deux extraits. Les résultats obtenus montrent une résistance de les bactérie
Bacillus cereus, E .coli et Pseudomonas aeruginosa contre les deux extraits. Il est important

de noter que le diametre de la zone d’inhibition est en relation avec la concentration en extrait.

Les résultats obtenus dans cette ¢étude sont encourageants. Cependant, ils restent
préliminaires, et pour plus d’efficacité il est nécessaire d’encourager des études

complémentaires et approfondies. Ainsi, de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées:

e La réalisation d’une étude quantitative pour déterminer les quantités de chaque

métabolite secondaire

e Réaliser des études a 1’échelle moléculaire pour déterminer les composés qui

peuvent tre responsables des différentes activités.

e Effectuer d’autres tests biologiques: anti-tumoral, anticancéreux et anti-

inflammatoire.
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Annexes
Annexe I : Matériel de laboratoire
Tableau I : le matériel de laboratoire
Verreries et matériel en plastique Solvants

- Pipettes

- Micro pipette (1000 pl, 200 pl
- Tubes a essai

- Flacons

- Erlenmeyer

- Béchers

- Spatule

- Tube en plastiques citratés
- Eprouvette graduées
-Papier filtre

- Burette graduée

- Cuve en verre

- Tubes a essais

- Embouts

- Fioles

- Tubes secs a bouchons

- Flacons en verre ambré

- Porte tube a essai

-L’eau distillée

- Acide chlorhydrique(HCI)

- Hydroxyde de sodium (NaOH)
- chloroforme

- méthanol

- Chlorure de fer (FeClI3)

- Hydroxyde I’ammonium (NH4OH)
- Acide sulfurique (H2S0O4)

- Folin-Ciocalteu

- Acide gallique

-lodure de potassium

-Aide ascorbique

-L’eau physiologie

-DMSO

-Muller-Hinton.
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- Papier d'aluminium
- Entonnoir en verre
- écoviont
-Réfrigérateur
-Boite de pétri
-Cuve en plastique

-Boites de pétri en verre

Annexe II: Appareillages de laboratoire
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Annexe 111

» Préparation des solutions pour I’analyse biochimique DPPH

IMLELNANION. .. et e e e e e e e e e e e e e e e e e ettt ee e e e e a e e eaaeas 100 ml

» Composition des principaux Milieux de culture utilisés
e Milieux liquides

o Eau physiologique stérile

Chlorure de SOAIUM (NACL).......oiiiiiiieise et 0,99
BAU QISTIIEE. ...t ettt e e et e et e eeteeete e saeeateeateeenee e e 100ml

e Milieux solides
o G¢élose Muller Hinton (MH)

Gélose Mueller Hinton poudIe. .........c.eoouiiiieiiieiieeieeie ettt s 389
EaU dISHIIEE......coieieeeiieeeeee ettt e et e e tb e e e ta e e eaba e e e aeeeeane e e breeanes 1L

» Réactifs utilisés pour le screening phytochimique

e Réactif de MAYER :
ChIOIUIE 8 MEICUIE......ccueiieiecieeie ettt ettt e e s b e e ste e e sreesreenaeareeee s 1,36 ¢
[OAUIE 08 POLASSTUM.....ceiiiieiiitet ettt bbbttt b 5¢9

FAU QESTILEE. .ot e e e e e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eenaeaaeeeeees 100 ml



