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Introduction

A T’heure actuelle ou 'humanité fait face a des maladies de toutes sortes et ou la prise
en charge des questions sanitaires se révele étre un véritable probleme de société, surtout dans
les pays en voie de développement aux ressources insuffisantes suite a de faibles systemes
économiques (Mangambu, 2013). Un recours aux ressources locales facilement disponibles
constituerait une véritable solution palliative et cela dans la perspective des objectifs du
millénaire pour le développement (Kumar et Lalramnghinglova, 2011 ; Mangambu et al.,
2012). Malgré les progres de la biologie et de la médecine de I’heure, la majorité des
populations des pays en voie de développement n’ont pas acces aux soins de santé suffisants
suite a de faibles systémes économiques (Konda et al., 2011 ; Singh et Singh, 2012 ; OMS,
2013). Pour cette raison, les ressources végétales occupent une grande place dans la vie de ces
populations (Mangambu et al., 2008).

Selon I'Organisation mondiale de la sante(OMS), le regne végétal a une grande
importance économique, pres de 6377 especes de plantes sont utilisées en Afrique, dont plus de
4000 sont des plantes médicinales, ce qui constitue 60 % de la médecine traditionnelle en
Afrique (OMS, 2003). En Algérie et sur le plan taxonomique, la flore endémique du Sahara
comporte d’environ 500 especes de plantes supérieures, dont une partie reste utilisée par les
populations comme plantes médicinales (Ozenda, 1983).

Les plantes médicinales trouvent encore leurs indications thérapeutiques dans le
traitement de plusieurs maladies en Algérie, des études récentes ont montré qu'elles ont une
forte activité antifongique ( Adejare et al., 2013) et certaines propriétés thérapeutiques (Kwon
et al., 2006), y compris les antidiabétiques (Apostolidis et al., 2007) , ces activités observees
sont dues a la présence de métabolites secondaires parmi ces composés on trouve, les
alcaloides, les acides phénoligues, les tannins, les terpenes et les flavonoides (Bahroun et al.,
1996).

Les alcaloides, constituent I'une des catégories les plus larges de produits naturels, étant
synthétisé pratiquement par tous les organismes vivants (Fattorusso et Taglialatela-Scafati,
2008). Ce sont des molécules bioactives a faible poids moléculaire et trouvés dans environ 20
% des espéces de plantes (Facchini, 2001). Parmi leurs fonctions est d’intervenir dans les
relations plantes prédateurs (protection) mais jusqu'a aujourd’hui, la détermination de la

fonction des alcaloides dans la plante reste incompléte (Bruneton, 2009).

Dans la présente étude, nous visions a évaluer l'activité d'extrait des alcaloides extraits

de deux plantes endémiques au Sahara algérien qui sont : Salvia chudaei Batt. & Trab,
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(Lamiaceae) et Deverra scoparia Coss. & Dur (Apiaceae) issues de la région de Tamanrasset.
Par I'évaluation du pouvoir antifongique et leur capacité inhibitrice probable de 1'a-amylase
(activité antienzymatique), puisque malheureusement, ces ressources thérapeutiques ne sont pas

mises en place au niveau des hdpitaux et ils sont limités aux patients et herboristes.

Le choix de ces deux plantes a été dicté par deux objectifs importants :
1) L’étude de ces plantes est encore rare et fragmentaire et les alcaloides de ces plantes
n‘ont jamais été étudiés auparavant du point de vue phytochimique.
2) Evaluer ces métabolites secondaires qui peuvent contribuer dans la lutte intégrée

contre plusieurs maladies.

Pour cela, notre stratégie de recherche est structurée en trois parties ; la premiere partie est
consacrée a une synthese bibliographique; généralités sur les alcaloides et les activites
biologiques eétudiées (antidiabétique et antifongique). La deuxiéme partie décrive les
principales techniques d’extraction des alcaloides issus des parties aériennes de Salvia chudaei
Batt. & Trab et Deverra scoparia Coss. & Dur; en caractérisant les residus des alcaloides par
chromatographie sur couche mince et une essaie de I'évaluation de I’activité antidiabétique et
antifongique des extraits alcaloidiques. La troisieme partie présente les principaux résultats
obtenus, suivis d’une discussion. Une conclusion générale et des perspectives qui sont un

ensemble de réflexions achevent ce travail.
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Chapitre 1 Généralités sur les alcaloides

1.1. Alcaloides

Le terme alcaloide a été introduit par W. Meissner au début de XIX e siécle pour
désigner des substances naturelles réagissant comme des bases, comme des alcalis (de l'arabe
al-qgali, la soude et du grec eidos, I'aspect). Plus de 15000 alcaloides (Dunet, 2009) ont été

isolés depuis la découverte de la morphine (Croteau et al., 2000).
1.1.1. Définition

Un alcaloide est un composé organique d'origine naturelle (le plus souvent végétale),
azoté, plus ou moins basique, de distribution restreinte et doté, a faible dose de propriétés
pharmacologiques marquées. Le regroupement d'un tel ensemble est par ailleurs confirmé par
des réactions communes de précipitation avec les « réactifs genéraux des alcaloides»
(Bruneton, 2009).

1.1.2. Nomenclature

Dans ce groupe de composés, la nomenclature systématique est peu utilisee.
L'utilisation des noms triviaux est dominante. Ce dernier, se termine typiquement par "ine"
(Popl et al., 1990) ; il dérive du nom du genre ou de I'espece, du nom vulgaire, de I'effet
physiologique, de lI'aspect physique de I'alcaloide ou du nom de celui qui 1’a découvert (Abed,
2003).

1.1.3. Classification
Les alcaloides sont généralement classes selon leurs précurseurs biogénétiques

communs et la position de lI'atome d'azote, en (Kebili, 2016):

v Alcaloides vrais
Les alcaloides vrais contiennent ordinairement un azote hétérocyclique dans leurs

structures qui dérivent des acides aminés.
v Pseudo- alcaloides

Les pseudo-alcaloides présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des
alcaloides vrais mais c'est ne sont pas des dérivés des acides aminés. Il s'agit dans la majorité
des cas connus d'isoprénoides et I'on parle alors d'alcaloides terpéniques: monoterpéniques,
sesquiterpéniques, ou diterpéniques. Dans ce groupe on connait également des substances

issues du métabolisme de l'acétate, c'est le cas de la coniine, principe toxique de l'aigué.

3
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v Proto- alcaloides
Les proto-alcaloides sont des amines simples dont lI'atome d'azote n'est pas inclut dans
un systeme hétérocyclique mais forme plutét des groupements aminés latéraux. Ils sont

biosynthétisés a partir des acides aminés.

I.1.4. Propriétés physico-chimiques
Les alcaloides se caractérisent principalement par:

Masse moléculaire variant de 100 a 900 Dalton.

La quasi-totalité des structures connues comprenant dans leur formule de lI'oxygéne, sont
des solides cristallisables, rarement colorés. Les autres, non oxygénés, sont liquides a la

température ordinaire.
Presque toujours capables de dévier la lumiere polarisée.

Les bases sont trés peu ou insolubles dans l'eau, solubles dans les solvants organiques

apolaires et dans les alcools a titre eleve.

La basicité est un caractére tres variable, elle dépend de la disponibilité du doublet libre
de l'azote. Des groupements électro-attracteurs adjacents a l'atome d'azote diminuent la

basicité alors que des groupements électro-donneurs I'exaltent.

La basicité des alcaloides permet la formation des sels avec des acides minéraux ou
organiques, et qui sont plus stables a la chaleur, la lumiére et a I'oxygene que les formes de

bases libres.

Grace a la capacité qu'ont les alcaloides de se combiner avec des métaux et des
métalloides, la caractérisation des alcaloides est possible avec des réactions de précipitation

par des réactifs généraux des alcaloides (Bruneton, 2009).

1.1.5. Distribution des alcaloides

Les alcaloides sont présents essentiellement chez les Angiospermes dont la plupart
sont des Dicotylédones. Cependant, de nombreux alcaloides ont également été trouvés chez
des Monocotylédones (Liliaceae, Poaceae) et méme chez des Gymnospermes (Ephedra). Les

Ptérydophytes sont rarement alcaloidiféres (Bruneton, 2009).

Les plantes a alcaloides ne renferment que trés rarement un seul alcaloide, méme si elles

contiennent parfois un composé trés majoritaire (ex.; hyoscyamine de la feuille de belladone)
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mais, il n'est pas rare que plusieurs dizaines d'alcaloides soient présents dans une méme
drogue, voir des centaines (cas de la pervenche de Madagascar).

Généralement, tous les alcaloides d'une méme plante ont une origine biogénétique commune,
et ils existent généralement sous la forme, soluble, de sels d'acides végétaux (citrate, malate,

tartrate, benzoate...etc.) ou sous celle d'une combinaison avec les tanins (Bruneton, 2009).

Les alcaloides sont exceptionnels chez les bactéries et assez rares chez les champignons
(Bruneton, 2009). Les structures alcaloidiques existent aussi rarement chez les animaux. Dans
certains cas, ce sont des produits formés a partir des alcaloides contenus dans les végétaux
inclus dans la ration alimentaire de I'animal (ex.; castoramine de castor) et dans d'autres cas,
ils semblent étre des produits du métabolisme de I'animal, c'est en particulier le cas chez des
Amphibiens, Urodeles ou Anoures (Krief, 2003; Bruneton, 2009).

1.1.6. Localisation

La synthese des alcaloides s'effectue généralement dans des sites précis (racines en
croissance, cellules spécialisés de laticifere... etc.). Ils sont ensuite transportés dans leurs sites
de stockage. Les alcaloides sont le plus souvent localisés dans les tissus périphériques; assises
externes des ecorces de tige et de racine, téguments des graine, etc. et rarement dans les tissus
morts. Au niveau cellulaire, la synthése des alcaloides a lieu au niveau du réticulum
endoplasmique et le stockage dans les vacuoles (Krief, 2003). La nature et la teneur en
alcaloides peut étre tres inégale selon les organes d'une méme plante; certains pouvant en étre

dépourvus (Bruneton, 2009).
1.1.7. Origine biosynthétique

Pour les alcaloides vrais, le précurseur est un acide aminé; ornithine, lysine,
phénylalanine, tyrosine, tryptophane, histidine, acide anthranilique (Figure 1). La formation
de l'alcaloide peut nécessiter l'intervention d'une seule molécule d'acide aminé (hygrine), de
deux molécules de méme acide aminé (quinolizidines), plus rarement de deux acides aminés
différents (tubulosine) ou de plusieurs molécules du méme acide aminé (spartéine). Les
réactions d’oxydation, d’alkylation, d’estérification, d’éthérifications, etc., justifient la
diversité structurale des alcaloides. Dans le cas particulier des alcaloides terpéniques, les
précurseurs ont une origine strictement terpénique (Bruneton, 2009). La figure 01 montre un

exemple de biosynthése de certains dérivés de phénylalanine.
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Figure 01: Principaux hétérocycles de base et leurs précurseurs (Bruneton, 2009).
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Figure 02: Exemple de biosynthese de certains dérivés de phénylalanine (Dewick, 2002).

1.1.8. Intéréts des alcaloides
v Fonctions au niveau du producteur

Comme pour beaucoup d'autres métabolites secondaires, on ne sait pratiquement rien du réle
des alcaloides dans les végétaux. La toxicité de certaines, laisse supposer des réles de
protection contre les prédateurs (Krief, 2003). Certains auteurs estiment que ce sont des
métabolites terminaux «déchets inutiles». D'autres les désignent comme des métabolites
intermédiaires (Bruneton, 2009).

v Actions pharmacologiques
Leurs propriétés pharmacologiques concernent des domaines variés;
- Dépresseurs (morphine, scopolamine) ou stimulants (caféine, strychnine) au niveau du
systéme nerveux central.
- Sympathomimétiques (éphédrine), parasympathomimétique (pilocarpine) au niveau de
systéme nerveux autonome.
-Anesthésiques locaux (cocaine), antipyrétique (quinidine), anti-tumoraux (ellipticine), anti-

paludiques (quinine)...etc. (Bruneton, 2009).
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-Anticancéreux : vinblastine et vincristine de la pervenche de
Madagascar Catharanthusroseus.
- La vincamine de la petite pervenche Vinca minor qui augmente le débit sanguin cérébral.
- La boldine et ses dérivés dans le boldo Peumusboldus, antispasmodique et régulateur du flux
biliaire.
1.1.9. Extraction des alcaloides
L’extraction est basée sur la différence de solubilité des alcaloides en milicu acide et

en milieu alcalin. Il faudra préalablement pulvériser la substance pour la rendre perméable
aux liquides d’extraction.
I1 existe 3 types généraux d’extraction des alcaloides (Bruneton, 2001):

o Extraction par les solvants organiques non polaires.

o Extraction par les solvants organiques polaires.

o Extraction par 1’eau acide.


http://www.wikiphyto.org/wiki/Vinblastine
http://www.wikiphyto.org/wiki/Vincristine
http://www.wikiphyto.org/wiki/Pervenche_de_Madagascar
http://www.wikiphyto.org/wiki/Pervenche_de_Madagascar
http://www.wikiphyto.org/wiki/Catharanthus_roseus
http://www.wikiphyto.org/wiki/Petite_pervenche
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I1.1. Activité d'inhibition de 1'a-amylase (anti-enzymatiques)
11.1.1. a-amylase

L'amylase a été purifiée en 1835 du malt par Anselme Payen et Jean Persoz.
Maintenant connues sous le nom d'enzymes, pouvaient participer dans les processus
biochimiques. Elle est présente dans tous les organismes vivants. Elle est aussi appelée
«diastase» existe dans les systéemes digestifs des humains et plusieurs mammiféres
(Benarous, 2006).

L'amylase hydrolyse I'amidon, le glycogéne, et la dextrine pour former le glucose, le
maltose et les dextrines. Les glandes salivaires produite l'a-amylase appelée la ptyaline,
tandis que le pancréas dans le petit intestin secrete I'amylase pancréatique. L'a-amylase varie,
cette variabilité s'explique selon les souches utilisées par leur patrimoine génétique, par la
nature du substrat utilisé (synthétique ou naturel) et aussi par les conditions expérimentales de

mesure (Demain, 2000).

Figure 03: Structure de I'a-amylase pancréatique humaine (PDB, 2006).

Les trois domaines sont montrés : le domaine A est rouge; le domaine B est jaune ; le
domaine C est noir. L'ion de calcium (sphere bleue) et I'ion de chlorure (sphére jaune) sont
également montres a proximité immédiate du centre catalytique. Le ligand d'acarbose
(bouleet-bdton vert) est lié au site actif. Des ligands de monosaccharide et de disaccharide
(dans la représentation de boule-et-bfiton) sont attachés aux accepteurs extérieurs (Minxie
et al., 1997).
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L'a-amylase dégrade les hydrates de carbone au niveau de l'intestin gréle. Cette
dégradation provoque l'absorption du glucose donc elle augmente la glycémie. De ce fait, la
limitation de l'augmentation de la glycémie postprandiale obtenue par I'inhibition de cette enzyme
(Goetz, 2007).

11.1.2. Digestion de glucide
Le but de la digestion est d'obtenir la transformation de tous les hydrates de carbone en
sucre simple, hexoses ou pentoses, la digestion des glucides commence dans la cavité buccale
avec la mastication et l'action de lI'amylase salivaire qui hydrolyse les glucides complexes
(amidon) en dextrines et maltose. Plus la mastication est longue, plus I'amylase peut agir
(Blicklé et al., 1999).

La digestion des glucides alimentaires fait appel a deux types d'a-glucosidases : les o-
amylases de la lumiére intestinale et les a-glucosidases de la bordure en brosse. Les a-amylases
hydrolysent les liaisons a (1-4) de I'amidon, & I'exception de la derniére et de celle située au
voisinage des liaisons a (1-6). Le deuxieme systeme enzymatique, celui des a-glucosidases de la
bordure en brosse de I'enterocyte, hydrolyse les disaccharides alimentaires, qui atteignent le
jéjunum sans modification, et les résidus provenant de la digestion de I'amidon (Blickle et al.,
1999).

11.1.3. Réaction specifique

Les a-amylases (a-1,4-glucan-4-glucanohydrolase, EC 3.2.1.1) sont les enzymes
omniprésentes synthétisees dans tous les genres de la vie, de poids moléculaire 50 kDa. Tous
les a-amylases lient au moms un ion fortement conservé de Ca?* qui est exigé pour l'intégrité

structurale et pour l'activité enzymatique (Nushin et al., 2002).

L'a-amylase pancréatique humaine (APH) catalyse I'hydrolyse de la liaison glycosidique o
(1-4) en polymeres de glucose tels que I'amidon. L'hydrolyse de I'amidon ou les substrats se
produisent avec la conservation nette de la configuration au centre anomerique de sucre, et
sont censés procéder par l'intermédiaire d'un double mécanisme de emplacement comportant

la formation et I'nydrolyse d'un intermédiaire de covalent glycosyle-enzyme (Anjuman, 2004).

11.1.4. Inhibiteurs de I'amylase

10
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Dans la digestion des hydrates de carbone diététiques complexes, 1'a- glucosidase et
'a-amylase jouent un role important. L'inhibition des deux enzymes peut retarder la digestion
des oligosaccharides et des disaccharides, et retarder l'absorption du glucose ainsi que réduire
les taux de glucose dans le plasma, aboutissant finalement & la suppression de I'nyperglycémie

postprandiale (Lebovitz, 1997).

Des médicaments capables d'inhiber l'activité de Il'a-glucosidase et de l'a-amylase
peuvent retarder la digestion des hydrates de carbone, réduisant ainsi I'hyperglycémie
postprandiale (He, 1998). Parmi les médicaments commercialisés il y a | 'Acarbose, le
voglibose et le miglitol sont largement utilisés. Cependant, ces inhibiteurs causent plusieurs
effets secondaires, tels que les troubles du foie, les flatulences et les crampes abdominales. En
outre, certains d'entre eux peuvent augmenter l'incidence des tumeurs rénales, et d'autres
effets (Shobana et al., 2009).

T-OH /'T.
HO '8 JT:"# OH l H'N—"\
dictr O i, oh Yo M
HO “ - .‘-\ — 0\ \._ \ L x N _’,’
uo 1 - OH I" \ ﬁ’-‘.\ . }F
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Figure 04: Les inhibiteurs : I'acarbose et I'octapeptide de la réaction catalysée par

I'amylase (Nicola, 2005).

Le regne végétal est un vaste domaine pour rechercher des agents hypoglycémiants
qui ont des effets secondaires presque inexistants. Plusieurs études ont été menées sur les

especes végétales ont confirmé I'efficacité hypoglycémique de ces derniers.
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Cela rend les inhibiteurs naturels de l'a-glucosidase et de l'a-amylasedes agents

attractifs pour le contrdle de I'nyperglycémie (Tundis et al., 2010).

11.2. Activité antifongique
11.2.1. Certaines maladies associées aux espéces étudiées
11.2.1.1. Aspergillose

L’aspergillose est un terme qui regroupe les infections causées par des champignons
appartenant au genre Aspergillus, dont les spores sont véhiculées par ’air et sont inhalées par
tous les individus.

L'ochratoxine A (OTA) est une mycotoxine de préoccupation en matiére de santé
humaine et animale. C'est néphrotoxique dans toutes les espéces qui ont été testées et classées
en tant que cancérogene rénal humain (groupe 2B). C'est aussi tératogene et peut affecter le
systéme immunitaire (Kuiper et al., 1989 ; Kuiper et al., 1996; Creppy, 1999). En outre, il
peut étre impliqué dans la maladie humaine des Balkans néphropathie endémique et le
développement des voies urinaires tumeurs et maladies rénales chez I'nomme (Creppy, 1999;
Peraica et al., 1999). L'OTA peut se produire dans une large gamme d'aliments (Kuiper et al.,
1989; Creppy, 1999). Parmi les espéces produites on a I'Aspergillus ochraceus, Aspergillus
niger, Aspergillus carbonarius et des especes apparentées (Hesseltine et al., 1972; Varga et
al, 1996; Abarca et al., 2001).

11.2.1.2. Fusariose de I’épi

La fusariose est une maladie fongique causée par les 3 espéces de Fusarium qui sont
incriminées dans I’infection de I’épi : Fusarium culmorum, F. graminearum et F. avenaceum.
Ces champignons infectent 1’épi (figure 5) quand la floraison du blé a lieu en atmosphere
humide qu'on trouve sur toute une gamme d'hotes, dont le blé, l'orge, l'avoine, le mais, le
seigle et les herbages graminées (Richard, 2004 ; Wegulo et al., 2008 ; Mathieu et al., 2012).
L’importance économique de la fusariose est attribuée aux pertes de rendements considérables
telles que I’avortement des fleurs, diminution du nombre et du poids des grains et a
’altération de la qualité des grains (Prescott et al., 1987 ; Pirgozliev et al., 2003 ; Ballois,
2012) ; ce qui a des conséquences néfastes lors des processus de transformations industrielles

des grains.
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Figure 05: Cycle de vie de F. graminearum, principal agent responsable
de la fusariose des épis de ble (Trail, 2009).

11.2.1.3.Candidose

La candidose est une infection causée par plusieurs types de levures (champignons) du
genre Candida, dont le plus répandu s’appelle Candida albicans. Cette levure se trouve
normalement sur la peau, dans les intestins et dans le vagin, sans causer d’infection.

Généralement, la candidose n’est pas une infection dangereuse, mais chez certaines
personnes, les champignons peuvent passer dans la circulation sanguine pour se disséminer
dans diverses parties du corps, comme les valvules du cceur, la rate, les reins et les yeux. Cette
«candidose invasive» est une infection beaucoup plus grave qui peut entrainer la mort (Pfaller
et Diekema, 2007).

11.2.2. Mécanisme de I’effet antimicrobien

Il est tres complexe, peut impliquer plusieurs modes d'actions tels que l'inhibition des
enzymes extracellulaires microbiennes, la séquestration de substrat nécessaire a la croissance
microbienne ou la chelation de metaux tels que le fer, I’inhibition du métabolisme microbien

(Milane, 2004), la dégradation de la paroi cellulaire, la perturbation de la membrane
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cytoplasmique (la création d'une fuite des composants cellulaires), I’influence sur la synthése
des protéines et des lipides (Gangoué, 2007), 'ADN et de 'ARN (Zhang, 2009).

Ces mécanismes ne sont pas des cibles séparées, certains peuvent étre la conséquence
d'un autre mécanisme. Le mode d'action des agents antimicrobiens dépend également du type

de micro-organismes et de l'arrangement de la membrane externe.
Notre présente étude a comme objectif global de vérifier I’activité antifongique de nos

extraits d'alcaloides sur une gamme étendue des souches fongiques.
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Le matériel biologique utilisé au cours de I’expérimentation, Se compose des souches

fongiques, de lI'enzyme a- amylase d'Aspergillus oryzae et de plantes spontanées, endémiques
medicinales récoltées au Sahara Algérien.

11.1. Matériels végétales
Le matériel végétale investigué dans la présente étude est constitué de deux plantes

médicinales: Salvia chudaei Battandier &Trabut et Deverra scoparia Coss. & Dur.

11.1.1. Espéce Salvia chudaei Battandier&Trabut
Nom Tamahag : Awhihat
Nom vernaculaire (Francais): Sauge sauvage

Photo 01 : L'espece Salvia chudaei Battandier & Trabut (Hammoudi, 2015).

I1.1.1.1. Position systématique

La taxonomie de Salvia chudaei selon Quezel et Santa, (1963) est comme suite :

Regne Plantae
Embranchement Spermatophyta
Sous-embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Famille Lamiaceae
Genre Salvia
Espeéces Salvia chudaei Battandieru &Trabut
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Cette sauge se présente comme un arbrisseau vivace trés rameux, de couleur gris
bleuté. Elle mesure environ 30 a 40 cm de haut et posséde des tiges striés tres feuillues. Les
feuilles sont étroites et allongées, crispées sur la marge. A l'extrémité des tiges, les
inflorescences en épis portent de longs poils laineux qui masquent les petites fleurs d’un
bleu péle. La plante entiére dégage une odeur puissante et agréable, un peu camphrée (Sahki
et Sahki, 2004 ; Benchelah et al., 2011 ; Ozenda, 1977)(photo 01).

11.1.1.2. Répartition géographique
Espéce caractéristique de la souche d'endémisme continentale insulaire des
montagnes sahariennes ; Ses airs de répartition sont le Hoggar, Tassili, Tibesti assez
commune dans le secteur du Sahara central et dans les Oueds rocailleux (Quezel et Santa,
1963 ; Le houerou, 1995) ou dans dautres a sables grossiers. On la rencontre par petites
colonies aussi bien en altitude, a Dider ou dans les oueds de l'ouest, qu'au pied du plateau
(Sahki et Sahki, 2004 ; Benchelah et al., 2011).

11.1.1.3. Utilisation

C’est une plante qui dégage une odeur agréable. Elle a des usages médicinaux et
culinaires multiples. Elle est utilisee contre les rhumatismes et pour soulager les ulcéres
d'estomac. Elle peut étre également absorbée en poudre sur les aliments ou avec I'eau.
L'Awhihat aromatise agréablement le thé des Touaregs. En cuisine, on l'ajoute a certains
plats en condiment, a la viande ou aux bouillies de mil. Il s'agit aussi d'un paturage possible

(Ozenda, 1977; Sahki et Sahki, 2004; Benchelah et al., 2011).
Nous signalons 1’absence dans la littérature des études sur les alcaloides de I'espece

Salvia chudaei ainsi que sur ses activités biologigues.

11.1.2. Espéce Deverra scopariaCoss. & Dur.

Nom Tamahaq : Tattayet
Nom vernaculaire (arabe):Guezzah, Ghezzaha.

Nom vernaculaire (Frangais): Fenouil sauvage.

Deverra scoparia Coss. & Dur. Ou Pituranthosscoparius Benth. &Hook est une

plante vivace, a tige jaunatre, en touffes, ramifiées dans le haut seulement, simples et
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paralléles entre elles dans leur moitié inférieure, portant des ombelles latérales; pédoncules

souvent courts; pétales blancs a nervures étroites (Ozenda, 1983). (photo 02)

T L AR LT - : ' <53
Photo 02 : L'espéce Deverra scoparia Coss. & Dur (Hammoudi, 2015).
11.1.2.1. Position systématique
Régne : Plantae
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Apiales
Famille : Apiaceae
Genre : Deverra

Espéce : DeverrascopariaCoss. & Dur.

11.1.2.2.Répartition géographique

Cette Apiaceae est endémique au nord-africain, commune dans la partie nord du
Sahara est réputée rare plus au sud. On I'observe pourtant trés fréiguemment sur le plateau
du Tassili des Ajjers et dans le Hoggar, surtout dans les lis d'oueds caillouteux (Le
houerou, 1995 ; Sahki et Sahki, 2004 ; Benchelah et al., 2011).

11.1.2.3.Utilisation

Plante a l'odeur de fenouil trés agréable. On tresse des claies avec ses tiges pour y
égoutter le fromage, elle parfume également le beurre de chévre. Les animaux la broutent
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mais ne semblent pas l'apprécier particulierement. Cette plante est bonne pour les douleurs de
dos. On fait cuire la viande avec quelques branches de la plante, puis on boit le jus. Les tiges
séches entrent dans la préparation de poudres contre les morsures de reptiles. Lors qu’elle est
prise en infusion, elle facilite la digestion (Sahki et Sahki, 2004 ; Benchelah et al., 2011).
Deverra scoparia est une plante toxique évitée par les moutons pendant la floraison et dont la
toxicité a été liée a la présence présumée d'alcaloides (Haba et al., 2004).

11.1.3. Récolte du matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des parties aériennes de deux plantes médicinales :
Deverra scoparia Coss. & Dur.et Salvia chudaei Batt. &Trab. Récoltées a Tamanrasset
(Hoggar centre) au printemps 2015.

Les échantillons séchés a l'abri de la lumiere et de I’humidité, a température ambiante.
Aprés séchage, les plantes ont été broyées et stockées soigneusement dans un endroit sec en

vue de leurs analyses.

11.2. Analyse phytochimique

11.2.1. Extraction des alcaloides totaux

Selon Bruneton, (1999) et Vercauteren, (2007), I’extraction des alcaloides totaux a partir
la partie aérienne de Salvia chudaei et Deverra scoparia est basee sur la différence de
solubilité des alcaloides en milieu acide et alcalin dans I’eau d’une part et d’autre part dans les
solvants organiques.

e 80 g de la poudre végétale sont dégraissées par 300 ml d’éther de pétrole par

maceration et sous agitation mécanique a température ambiante pendant 3 a 4 heures.
Apres filtration, le marc est alcalinisé par une solution 30 ml d’ammoniaque (0.5N)
pendant au moins 24 heures a température ambiante permettant ainsi aux alcaloides de
passer de la forme sel a la forme organique.

e Les alcaloides totaux sont extraits par 1’extracteur Soxhlet en utilisant 500 ml de

dichlorométhane. Au moins 5 cycles sont nécessaires pour un épuisement total des

graines.

e A I’issue de cette opération, 1’extrait brut est lavé trois fois successif par une solution
de 150 ml d’acide sulfurique (0.5N) pour chaque volume, les trois fractions sont
reprises dans une ampoule a décantation, alcalinisées jusqu’a pH 9 par l'ajout de

quelques ml d’ammoniaque (0.5N).
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Nous épuisons ensuite trois fois la solution par 150 ml d’éther d’éthylique, en agitant
doucement I’ampoule a chaque fois.

Nous récupérons les trois fractions organiques dans un Erlen Mayer, qui seront
déshydratés par filtration sur papier-filtre soutenant du sulfate de sodium anhydre.

L’extrait recueilli dans un bécher taré est évaporé a sec sur plaque chauffante. Apres

refroidissement, nous pesons a nouveau le bécher.

Le résidu sec représente les alcaloides totaux.
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Figure 06 : Extraction des alcaloides totaux de partie aérienne de Salvia chudaei et Deverra

scoparia (Vercauteren, 2007 ; Bruneton, 1999).
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11.2.2. Rendement d'extraction des alcaloides
Le rendement d’extraction des alcaloides de Salvia chudaei et Deverra scoparia a été

calculé selon la formule suivante:(Suau et al., 2002).

Le rendement % = [P1 /P0] x 100

P1 : le poids d’extrait d’alcaloides.

Avec :

PO : le poids initial de la poudre végétale.

11.2.3. Caractérisation des alcaloides
L'objectif de cette étape est la confirmation de présence des alcaloides.

Pour chaque extrait on réalise la procédure suivante : on ajoute 5 ml d’HCL 1% a 1ml de
I'extrait, le tout est chauffe au bain marie, puis on divise chaque extrait en deux volumes
¢gaux. Un volume est traité par le réactif de Mayer, I'autre par le réactif de Wagner. La
formation d’un précipité blanc ou brun révele la présence des alcaloides (Majob, 2003).

Les réactifs de Mayer et de Wagner sont préparés comme suite :

» Réactif de Mayer: dissoudre 1.358 g d’HgCl2 dans 60ml d’eau distillée et 5g de KI dans
10ml d’eau distillée. Mélanger les deux solutions et ajuster le volume total a 100 ml.
» Réactif de Wagner: dans 75 ml d’eau distillée, dissoudre 2 g de Kl et 1.27 g de l2. Le

volume obtenu est ajusté a 100 ml avec 1’eau distillée.

11.2.4. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Pour vérifier la présence des alcaloides au moins les composés majoritaires, on a
réalisé une chromatographie sur couche mince en utilisant des plaques de Silica gel 60 F254
avec des dimensions 20 X 20 cm de marque MACHEREY-NAGEL (Germany) et de plague
de polyamide. Différentes phases mobiles ont été utilisées.

e La phase mobile (1) :«méthanol/chloroforme/ammoniaque : 79/20/1 (VIVIV).

e La phase mobile (2) : Butanol/acide acétique/H20 : 4/1/5 (VIVIV).

e La phase mobile (3):Toluéne/Acétate d'éthyl/Méthanol : 8.3/1.5/0.2 (VIVIV).

e La phase mobile (4):Hexane/Chloroforme/MéOH/NH40OH:2/8.2/1.4/0.25 (VIVIV).

e La phase mobile (5) : Hexane/Acétate d'éthyl/MéOH: 2 /3/1 (VIVIV).
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Le réactif utilisé pour révéler les plaques est le réactif de Dragendorff, qui constitue
des solutions suivantes : la solution A est composée de 0,85 g de sous-nitrate de bismuth et 10
ml d’acide acétique glacial dissous dans 40 ml d’eau ; la solution B contient 8 g de KI dans 20

ml d’eau (solution B).Ces deux solutions A et B sont mélangées.

Aprés dissolution de I’extrait dans du méthanol, nous déposons des gouttes de chaque
solution a I’aide d’une micropipette sur la plaque a 1 cm du bord inférieur sur la ligne de base.
La plaque est ensuite mise dans une cuve contenant la phase mobile. Quand le front du
solvant arrive a la ligne du bord supérieur de la plaque, le chromatogramme est retiré, séché

et pulvérisé avec le réactif de Dragendorff jusqu’a I’apparition de spots colorés.

11.2.4.1. Calcul des facteurs de rétention (rapport frontal des spots)

Le facteur de rétention (Rf) est calculé pour chaque spot obtenu des hydrolysats et des
étalons. Ceci permet la détermination de la composition des extraits en alcaloides (David et
Hazel, 1998).

Rf = distance parcourue par 1’échantillon ou le témoin/distance parcourue par le solvant
(phase mobile) (Audigie et al., 1995).

La distance parcourue par la substance

La distance parcourue par le solvant

11.3. Activités biologiques des extraits
11.3.1. Effet des extraits d'alcaloides bruts des deux plantes sur P’activité de I’a-amylase
"in vitro™
Cette partie de notre expérimentation consiste a étudier I'effet inhibiteur probable
d'alcaloides totaux extraits a partir de partie aérienne de Salvia chudaei et Deverra scoparia

sur l'activité de 1'a-amylase d'Aspergillus oryzae.

11.3.1.1. Matériels
11.3.1.1.1. Réactif acide 3,5-dinitrosalicylique (DNSA)
Dans un Erlen Meyer, 1 g de DNSA est dispersé dans 40 ml d'eau distillée. A cette

solution 30 g de tartrate double de sodium et de potassium sont ajoutés sous agitation.
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La solution obtenue est de couleur jaune opaque. L'addition de 20 ml d'une solution de NaOH
2N rend le réactif limpide avec une couleur orange. Le volume obtenu est ajusté a 100 ml
avec de l'eau distillée.

Le réactif obtenu est conservé a I'abri de la lumiére et & +4°C (Hadj moussa, 2012).

11.3.1.1.2. Solution de I'a-amylase

L'enzyme utilisée est l'a-amylase d'Aspergillus oryzae (E.C.3 .2.1.1) sous forme
lyophilisée (Fluka), son poids moléculaire est de 51000 Da avec une activité spécifique de
260 Ul/mg, conservée a +4°C.

Un gramme (1 g) d' a-amylase est solubilisé dans 100 ml de solution tampon
phosphate (0.02 M, pH 6). La solution obtenue contient une activité a-amylasique de 260
Ul/ml. A partir de cette solution mere (260 Ul/ml) différentes dilutions sont préparées afin
d'obtenir une activité enzymatique finale de l'a-amylase dans le milieu réactionnel
del.3Ul/ml. L'optimum de l'activité alpha amylasique d'Aspergillus oryzae est a pH 6 pour
une température de 25°C (Hadj moussa, 2012).

11.3.1.1.3. Solutions de substrat

Le substrat utilisé est I'amidon soluble de pomme de terre (Merk). Une concentration
d'amidon est préparée dans la solution tampon phosphate (0.02 M, pH 6) afin de réaliser les
tests sur l'a-amylase. La concentration finale utilisée dans le milieu réactionnel est de 0.4 g/l
(Hadj moussa, 2012).

11.3.1.1.4. Solutions de I'extrait brut (les alcaloides totaux)

Différentes concentrations des extraits bruts sont solubilisées dans le méthanol afin
d'évaluer leur effet sur l'activité enzymatique de I'a amylase.

Les concentrations finales utilisées sont: 0,062; 0,125 ; 0,25 ; 0,5 et 1 g/l pour I'extrait
de Deverra scoparia. Cependant pour l'extrait de Salvia chudaei nous apportons les
concentrations suivantes 0,031 ; 0,062; 0,125 ;0,25;0,5; 1 et 2 g/l.

11.3.1.1.5. Solutions d'acarbose

L'acarbose «Glucobay®50» fabriqué par Bayer est un pseudo-tétrasaccharide d'origine
microbienne (Actinoplanacea). L'acarbose exerce ses effets au niveau de l'intestin, en inhibant
certaines enzymes (a-glucosidase) impliquées dans la biodégradation des disaccharides, des

oligosaccharides et des polysaccharides. Il en résulte un retard dose dépondant de la digestion
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de ces glucides. Par conséquent un ralentissement de la libération de glucose dans la
circulation sanguine, ainsi l'acarbose diminue les fluctuations et surtout les pics postprandiaux
de la glycémie (Hermans, 1981 ; Wens et al., 2007).

Il est utilisé dans cette expérience comme contrdle positif (référence) afin de comparer
son activité vis-a-vis de I'a-amylase par rapport a celle de I'extrait brut des feuilles des deux
plantes.

Les concentrations finales utilisées dans le milieu réactionnel sont: 0,062; 0,125; 0,25; 0,5 et 1

ag/l.

11.3.1.1.6. Solution de maltose (courbe d'étalonnage)
A fin de déterminer la quantité de maltose produite par hydrolyse enzymatique de
I'amidon, on se reféere a une courbe d'étalonnage basée sur une gamme de différentes

concentrations de maltose préparées a partir d'une solution mere de maltose a 2 g/I.

11.3.1.2. Méthodes
11.3.1.2.1. Dosage des sucres réducteurs par la méthode de Benfeld (1955)

Cette méthode est basee sur le caractere réducteur des groupements aldéhydes et
cétones libres des sucres. En milieu alcalin et a chaud, I'oxydation de ces fonctions provoque
simultanément la réduction de l'acide 3,5-dinitrosalicylique de couleur jaune orange en acide
3-amino 5-nitrosalicylique de couleur rouge orange qui absorbe a 540 nm.

L'intensité de la coloration varie selon la quantité de sucres réducteurs présente dans le milieu
réactionnel (Bernfeld, 1955 ; Negi et Baner, 2006).

11.3.1.2.2. Mode opératoire
On prépare une série de tube a essai pour le test de réaction DOg (en présence de I'extrait),

on met un tube de contréle (DOA, sans extrait) et chaque tube a son tube blanc;

On introduit 300 pl de solution de I'enzyme a-amylase (1.3 Ul/ml incubée a 25°C). Dans
tous les tubes puis 300 ul de I'extrait (pour chaque concentration). Dans les tubes contréle, les

extraits est remplacé par 300 pul de solution tampon;

On ajoute dans tous les tubes blancs 300 pl de solution tampon. Quand le substrat
introduit dans les tubes (sauf les tubes du blanc) on démarré le chronomeétre; Apres 10min
d'incubation a 25°C, on arréte la réaction par 900 pl de DNSA, les tubes sont agités et placés dans

un bain mari bouillant en méme temps pendant 5 min. lls ont immédiatement refroidis dans un
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bain d'eau glacée afin de stopper la réaction entre le maltose et le réactif DNSA; on ajoute 1.5 ml
de I'eau distillée dans chaque tube, avec agitation;

Les densités optiques sont lues contre un blanc a laide d'un spectrophotometre
(UNICAM) a 540 nm. L'inhibition d'a-amylase est exprimée par un pourcentage d'inhibition et

calcule par I'équation suivante :

DOs: la DO de tube d'échantillon.
DOa: la DO de tube de controle.

11.3.1.2.3. Mesure de la vitesse initiale

Pour mesurer la vitesse initiale de la réaction enzymatique, il est nécessaire de mesurer
la quantité de produit apparu ou le substrat disparu pendant les premieres minutes de la
réaction enzymatique.

Le produit formé apres hydrolyse enzymatique de l'amidon par l'a-amylase est le
maltose, qui est un sucre réducteur formé de deux sous unités a-D-glucopyranose apres
rupture des liaisons a(l-4) glucosidiques a n'importe quel endroit a l'intérieur de la molécule
de polyoside.

Pour déterminer la quantité de maltose produite aprés cette hydrolyse enzymatique,
nous avons choisi la méthode de dosage des sucres réducteurs décrite précédemment.

La vitesse initiale de la réaction enzymatique est mesurée a partir des pentes des

droites « [produit] f (temps) » aprés hydrolyse enzymatique de substrat selon la formule

|‘ Vi= AP/At \l

AP: différence entre deux concentrations du produit formé.

suivante:

Vi: vitesse initiale.

At : différence entre deux temps de la réaction.

11.3.1.2.4. Détermination des parametres cinétiques de I'a-amylase
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Pour calculer les paramétres cinétiques de l'a-amylase (Vmax et Km), nous avons
utilisé la représentation en double inverse, celle de LineweaverBurk (I/Vif (1/[S]), qui permet

de déterminer précisément les paramétres cinétiques de l'a-amylase.

11.3.1.2.5. Détermination des parametres cinétiques en présence de I'extrait brut et
I'acarbose

La présence de l'extrait brut et de l'acarbose a différentes concentrations a pour but de
déterminer:
* Les vitesses initiales (Vi) : en utilisant la représentation linéaire

- [Produit]=f (tps);

» Les vitesses maximales (Vmax) et les constantes de Michaelis (Km): en utilisant la
représentation de LineweaverBurk: (1 /Vi=f (1/[S]) ;

Les pourcentages d'inhibition: calculés selon la formule suivante:

% | : pourcentage d'inhibition
Vil : Vitesse initiale en absence d'inhibiteur
Vi2 : Vitesse initiale en présence d'inhibiteur

* La concentration inhibitrice de 50% de l'activité enzymatique: en utilisant la représentation :
% I=f[I];
* La constante d'inhibition (Ki) : en utilisant la représentation de Dixon:

I/Vi=f [I](I: inhibiteur).

11.3.2. Evaluation du pouvoir antifongique par contact direct sur milieu
solide

11.3.2.1. Méthode de diffusion de disques

L'essai antifongique des différents extraits a été estimés par la méthode de diffusion
sur disques (Clinical et al., 2009 ; National Committe, 2004). Six souches de référence de
champignons provenant du laboratoire des Produits Bioactifs et la Valorisation de la
Biomasse de I'ENS Alger ont été testées pour I’activité antifongique. Les souches sont

représentées dans le tableau suivant :
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Tableau 01 : Description des différentes souches microbiennes testées.

Nom de souche et
Code référence

Quelques propriétés des souches testées

Candida albicans
IPA 200

Levures avec colonies grandes et rondes, vivant a 1’état normal dans
la bouche, le vagin et le tube digestif, responsable d’infections
fongiques superficielles (le muguet, des vulvovaginites) (Art et Sheas,
1997).

Fusarium culmorum

Le principal caractére morphologique des Fusarium est la présence de
macroconidies fusiformes et cloisonnées. Sur milieux usuels le thalle,
il donne un mycélium plus ou moins aérien. De couleur rarement
blanche ou creme, il peut étre ochracé ou plus souvent de colorations

vives : rose, rouge ou violet (Aoki et Donnel, 1999).

Aspergillus
carbonariusM333

Aspergillus carbonarius est un champignon filamenteux saprophyte
qui fait partie des Deuteromycetes (champignons imparfaits,
reproduction asexuelle), 1l posséde un thalle a mycélium cloisonné
portant de nombreux conidiophores dresses, non ramifiés, terminés en
vésicule. A.carbonarius présente de sclérotes de couleur jaune
grisatre (Gams et al., 1985).

Aspergillus
ochraceus
ATCC 3174

Aspergillus ochraceus fait partie des Deuteromycetes (champignons
imparfaits, reproduction asexuelle), les vésicules sont globuleuses, la
téte de sporifére d’A. ochraceus est globuleuse et dissociée en meches
(Cahagnier et al., 1998). Le conidiophore est rond, rugueux et
pigmenté. 1l est principalement responsable de la pourriture des

semences et des graines (Kozakiewicz, 1989; Wilson et al., 2002).

Mucor ramannianus
NRRL 1829

Le mucor est un champignon microscopique (moisissure) de couleur
blanche et d'aspect duveteux qui s'‘observe sur les excréments et les
matiéres organiques en décomposition mais également dans la
poussiere et sur certains aliments tels que les fromages. 1l peut étre a

l'origine de mycoses et d'infections.

Aspergillus
brasiliensus
ATCC 16404

Aspergillus brasiliensis a été découvert en 1729 par Pier Antonio
Micheli, un prétre. A. brasiliensis est un champignon produisant des
spores qui produit des conidies noires (spores) facilement dispersées

dans I'environnement. Il provoque plusieurs maladies (Aspergillose
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bronchopulmonaire allergique, rhinite, maladie du poumon de

fermier.

Les extraits des alcaloides totaux ont été solubilisé dans du DMSO (Nostro et al.,
2002; Souza et al., 2003; Lahlou, 2004; Veluri et al., 2004; Alam et Mostahar, 2005).

La méthode utilisée est celle de Lesueur, (2007) permet de déterminer la susceptibilité
des souches fongiques aux extraits a tester. L’inoculum est préparé dans I’eau physiologique

0,85% a partir d’une culture jeune de trois (3) jours sur milieu gélosé non sélectif.

Des boites de Pétris stériles préalablement coulées par le milieu Sabouraud, ont été
ensemencées a I’aide d’un écouvillon stérile a partir d’une suspension microbienne (108

cellule/ml). La densité optique doit étre de 0,08 a 0,1 mesuré a 625 nm.

Aprés un séchage des boites (30 min), des disques stériles en papier-filtre Wattman n°3
de 6 mm de diametre sont imprégnés par 10ul des extraits des alcaloides a tester (solubilisés
dans le DMSO pur). Avec des concentrations différentes (0,05; 0,1; 0,2; 0,3 et 0,4 g/l) a partir
d'une concentration mere (0,5 g/I) sont deposés dans les boites ensemencees. Aprés 15 minutes
de I’application des disques, les boites Pétri sont incubées a 28 + 2°C pendant trois (3) jours.
La lecture des résultats se fait par la mesure des diamétres des zones d’inhibition
uniformement circulaire (mm). La concentration minimale inhibitrice (CMI) de chaque extrait
a été definie comme étant la plus faible concentration qui inhibe la croissance microbienne
(figure Q7).

Toutes les expériences ont eté répétées trois fois (Lesueur et al., 2007; Boulekbache et al.,
2012).

Pour les boites qui ne présentent pas de croissance le disque de papier filtre est
transférer sur un milieu Sabouraud neuf pour confirmer s’il s’agit d’un effet fongistatique ou

fongicide. Aprés ’inhibition de la croissance on détermine la CMI des deux extraits.
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"
= [

" Séchage de l boite 30 min
e R ————
Ensemencement par écouvillon

(10' UFC/ml)
sechage 30 min et incubation 3 j 28°C
|‘~D i i hj e
Les disques imbibés de 10 pl

Ia lecture des résultats se fait par la
mesure du diametre, en mm, de la zone
d’mhibition.

Figure 07: Méthode de diffusion sur disques (Boulekbache et al., 2012).
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I11.1.Analyse phytochimique

111.1.1. Extraction des alcaloides totaux

Les plantes Salvia chudaei et Deverra scoparia ont été soumise a I’extraction par
Soxhlet des alcaloides totaux a partir des parties aériennes. Le Tableau 02 donne l'aspect,

la couleur et le rendement de chaque extrait obtenus.

Tableau 02:Caractéristiques des extraits des alcaloides des plantes étudiées.

Espece Couleur/Aspects Rendement (%)
Salvia chudaei Vert / poudres 0,1%
Deverra scoparia vert foncé/visqueux 1%

L’extraction des alcaloides totaux de Salvia chudaei et Deverra scoparia, nous a
permis d'obtenir un extrait de couleur vert et vert foncé des extraits de deux plantes
respectivement et d'une odeur puissante avec un rendement d'extraction de 0,1% pour Salvia

chudaei et 1% pour Deverra scoparia.

Le rendement des alcaloides dans I'espece de Salvia chudaei est 0,1% par contre on marque

I'absence des alcaloides chez l'espéce Salvia officinalis (Lamiaceae), (Kheireddine, 2012).

Le rendement de Deverra scoparia est 1% plus faible que le rendement de l'espéce

Coniummaculatum 1,5% (Apiaceae) (Bruneton, 2009)

Mais le rendement de Deverra scoparia (1%) est le plus élevé par rapport au Salvia
chudaei. Cela semble étre du a la richesse de cette plante en alcaloides et de d'autres
composeés solubles dans le solvant d'extraction tel que les composés lipophiles (acides gras,

caroténoides, chlorophylles).

I11.1.2. Caractérisation des alcaloides
Pour confirmer de présence des alcaloides dans les extraits obtenus a partir des parties
aériennes des especes étudiées, une caractérisation par deux réactifs : le réactif de Mayer et le

réactif de Wagner a été réalisé.
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La photo (03) suivante montre la formation d’un précipité blanc ou brun ce qui révele la

présence des alcaloides (Majob, 2003).

Photo 03: Test de présence des alcaloides dans les extraits par réactif de Mayer.

111.1.3. Chromatographie sur couche mince (CCM) des alcaloides

D'apres les chromatogrammes des extraits obtenus dans différentes phases mobiles

polaires et apolaires, on peut illustrer la richesse en composition de nos plantes.

La chromatographie sur couche mince des extraits des alcaloides totaux de Salvia
chudaei et Deverra scoparia a permis de séparer le maximum des composés dans trois
phases mobiles a partir les cing utilisées et montrées dans les matériels précédés. Les

meilleurs résultats sont obtenus dans les phases mobiles : 3, 4 et 5.
Les phases choisies sont :

e Laphase mobile 3: laisse apparaitre 2 composes pour l'extrait de Salvia et 4
composes pour Deverra.

e Laphase mobile 4 : laisse apparaitre 4 composés pour I'extrait de Salvia et 6
composes pour Deverra.

e La phase mobile 5 : laisse apparaitre 2 composés pour I'extrait de Salvia et 5

composés pour Deverra.

Les chromatogrammes obtenus dans ces phases sont illustrés dans les photos 04 et 05.
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Photo 04:Les chromatogrammes des extraits sans révélation.

Photo 05: Les chromatogrammes des deux extraits sous UV (365nm).

On vue d'absence des standards de comparaison on essaye de deduire les
composeés selon leur couleur a UV 365 nm. Les taches qui sont apparues sous forme
de spots colorés sous la lampe UV 365 nm laissent suggérer que les spots de couleur
bleue, bleu-vert ou violet fluorescent sont : Ajmaline, Raubasine et Réserpine (Galand,
et al., 2002).

Les spots de couleur jaune fluorescent semble étre lI'un des alcaloides suivants :

colchicine, sanguinarine, berberine (Baerheim et Verpoorte, 1983).
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Le Tableau 03 représente les déférentes valeurs des facteurs de rétention Rf et les
couleurs caractéristiques des composes séparées des plantes Salvia chudaei et Deverra
scoparia, sous les différentes conditions opératoires.

Tableau 03 : Résultats de CCM de Salvia chudaei et Deverra scoparia.

La phase Nombre de Rf Sans Sous UV Avec
mobile COmMpPOosés révélation (365 nm) révélation
Phase mobile S (2 composés) C1:(0,5) Aucune Rouge Aucune
3 C2:(0,63) coloration  Rouge coloration

/ /

D4 C1:(0,31) Rouge /

COMPOSES) C2:(0,45) / Rouge /

C3:(0,52) / Orange /

C4:(0,6) / Bleu-vert /

Phase mobile S (4 composés) C1:(0,06) / Rouge /
4 C2:(0,22) / Vert /
C3:(0,53) / Vert /

C4:(0,97) / Rouge /

D (6 C1:(0,07) / Rouge /

COMpOSes) C2:(0,12) / Orange /

C3:(0,21) / Vert /

C4:(0,75) / Vert /

C5:(0,94) / Bleu-vert /

C6:(0,97) / Rouge /

Phase mobile S (2 composés) C1:(0,02) / Vert /
5 C2:(0,95) / Rouge /
D(5 C1:(0,33) / Orange /

COMpPOSes) C2:(0,46) / Vert /

C3:(0,55) / Rouge /

C4:(0,71) / Violet /

C5:(0,76) / Vert /

S: I'extrait de Salvia chudaei, D: I'extrait Deverra scoparia, C: composé
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Dans la phase mobile 3, les spots apparus seulement sous UV 365 nm et les deux
composés de Salvia chudaei donnent une coloration rouge et une Rf (0,5) et (0,63)
respectivement. Pour Deverra scoparia les deux premiers composes donnent une coloration
rouge avec des valeurs de Rf (0,31) et (0,45) respectivement et le C3 a une coloration orange
et une Rf (0,52), le C4 a une coloration bleu-vert et Rf (0,6) comme: Ajmaline, Raubasine et
Réserpine (Galand et al., 2002).

Dans la phase mobile 4 et sous UV 365 nm le premier composé de Salvia chudaei donne
une coloration rouge et une Rf (0,06) et les C2 et C3 possedent une coloration verte et une Rf
(0,22) et (0,53) respectivement. Le C4 donne par une coloration rouge et un Rf (0,97). Pour
Deverra scoparia, le premier composé donne une coloration rouge et un Rf (0,07) et le C2
une coloration orange et un Rf (0,12). Mais les C3 et C4 donnent une coloration verte et un Rf
de (0,21) et (0,75) respectivement. Le C5 donne une coloration bleu-vert et un Rf (0,94)
comme: Ajmaline, Raubasine et Réserpine. (Galand et al., 2002). Et le C6 a une coloration
rouge et un Rf (0,97).

Dans la phase mobile 5 et sous UV 365 nm pour Salvia chudaei le premier composé
donne une coloration verte et un Rf (0,02) et le C2 une coloration rouge et un Rf (0,95). Pour
Deverra scoparia le C1 donne une coloration orange et un Rf (0,33) et le C2 a une coloration
vert et un Rf (0,46) et le C3 donne une coloration rouge et un Rf (0,55) mais le C4 donne une
coloration violette et un Rf (0,71) comme: Ajmaline, Raubasine et Réserpine (Galand et al.,
2002). Le C5 a une coloration vert fluorescent et un Rf (0,76) et le C6 donne une coloration
rouge et Rf (0,76) (Baerheim et VVerpoorte, 1983).

Donc on peut conclure que les alcaloides présents dans les deux plantes sont : Ajmaline,

Raubasine et Réserpine.

Il n’est pas possible de comparer un Rf obtenu avec les valeurs signalées dans la littérature
car les valeurs de Rf observées sont difficilement reproductibles, elles sont influencées par de
nombreux facteurs (température, humidité, La phase stationnaire, et la phase mobile...)

difficiles a contréler (Ribereau, 1968).
I11.2. Activités biologiques des extraits

La présente expérimentation de l'activité anti o amylase ainsi que l'activité

antifongique des alcaloides extraits de Salvia chudaei Batt. & Trab et Deverra scoparia Coss.

34



Résultats et discussion

& Dur est fait dans le but de valoriser ces plantes médicinales sahariennes et de montrer leurs

avantages dans la médecine alternative.

111.2.1.Effet des extraits d'alcaloides bruts des deux plantes sur I’activité de I’a-amylase
" in vitro”
Dans le but de trouver des inhibiteurs naturels de 1'a- amylase, nous avons donc étudié
I'effet des extraits des alcaloides de Salvia chudaei Batt. & Trab. Et Deverra scoparia Coss. &
Dur sur l'activité de I'a-amylase in vitro, nous avons teste I'effet de différentes concentrations de

chaque extrait de plante sur l'activité de I'enzyme avec fixation de concentration du substrat
(I'amidon) &4 0,4 g/I.

Nous avons néanmoins choisi I'amidon comme substrat essentiellement en raison de sa
disponibilité, son faible codt, et le plus important la commodité de réaliser le dosage par les
méthodes photométriques.

La gamme d'étalonnage préparée a partir d'une solution mere de maltose a 2 g/1 est

représentee graphiquement sur la figure 08.

Doo.9

08 =N 241 v+-0-0R7Q
. y = UV.J59UVUIA T U.VUOTO

0.7

0.6

0.5

0.4 78
03 /
0.2 /

0 05 1 15 2 [Mal] g/l.p

0.1

Figure 08 : Courbe d'étalonnage de maltose (Méthode de Bernfeld, 1955).
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D'apres la figure 08, on observe que plus la concentration de produits (les sucres
réducteurs) augmente, plus la densité optique augmente, ce qui s'explique par la formation de
complexe chromophore entre les sucres réducteurs produits et la solution de DNSA.

La détermination de temps de réaction est une étape essentielle au cours de I'étude
d'une cinétique enzymatique et nous donne une idée sur la durée nécessaire de l'incubation. Le
suivi de I'évolution de la réaction en fonction le temps a l'absence des inhibiteurs, nous avons

permis de tracer la courbe de la cinétique suivante (Figure 09).

0.66
0.64
0.62 \

0.6 \
0.58 \
0.56 \

0-54 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Absorbance(540 nm)

temps(min)

Figure 09: Courbe cinétique de la variation de I’absorbance en fonction du temps.

D’apres le graphe précédent, on apergoit que le temps nécessaire de la réaction est le
temps qui enregistre la plus grande valeur d'activité (Do élevée). Dans notre expérimentation

est déterminée pour étre 10 minutes.

111.2.1.1.Détermination des pourcentages d'inhibition de 50% d'activité (1Cso)

A fin de déterminer la concentration inhibitrice de 50% de l'activité enzymatique
(ICs0), nous avons fait varier les concentrations de l'extrait brut en maintenant une
concentration de substrat fixée a 0,4 g/l. L'activité enzymatique est maintenue constante (AE=
1,3 Ul/ml).

Les résultats obtenus sont représentés sur le tableau 04.
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Tableau 04: Concentration inhibitrice de 50% de I'activité enzymatique (ICso) de l'a-amylase
des extraits.

Les extraits I1Cs0 mg/ml
Deverra scoparia Coss. & Dur 0,063 £ 0,013
Salvia chudaei Batt. & Trab 0,02 £ 0,01
Acarbose (test positif) 0,067 + 0,014

Il ressort des résultats présentés dans le tableau 04, que l'extrait des alcaloides de
Salvia chudaei a démontré une forte activité inhibitrice de l'a-amylase avec une faible 1Cso
égale a 0,02 + 0,01 mg/ml, comparer avec l'autre extrait de Deverra scoparia ICsp = 0,063 +
0,013 mg/ml) et le standard utilisé l'acarbose (ICso = 0,067 £ 0,014 mg/ml).

Cependant, dans d'autres etudes étaient réalisé sur des espéces de la famille
Lamiaceae, genre Phlomis ou le I1Cso est compris entre 1,9 a 7,8 mg/ml. Les espéces sont
Phlomis persica, Phlomis bruguieri et Phlomis rigida (Hedieh et al., 2014). Donc nous
extraits sont plus efficaces et exercent un fort effet inhibiteur. Cette activité peut étre due a la

composition chimique varie des alcaloides brutes de chaque extrait.

A titre comparatif, nos résultats de ICso des deux extraits ont montré une activité
inhibitrice puissante par rapport aux extraits de la famille Rutaceae ou les expériences de
Sarker et al., (2014) ont montré une ICso de a-amylase égale a 3,638 + 0,190 mg/mL chez
I'espéce Citrus macroptera et de 1Csg égale a 0,912 £ 0,015 mg /mL a I’acarbose (comme un

standard potentiel).
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Figure 10: Pourcentages d'inhibition en fonction de concentration d'extrait de Salvia

chudaei au cours de temps.
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Figure 11: Pourcentages d'inhibition en fonction de concentration d'extrait de Deverra

scoparia au cours de temps.

Nous avons trouvé d'aprés nos résultats montré dans les figures précédentes (10,11)

que plus la concentration de I'extrait est supérieure a I1Cso, plus le pourcentage d'inhibition est

diminué. En raison de ces résultats ne nous ont pas permis de déterminer les parametres

cinétiques de la réaction enzymatique. Dans ce cas on suggéré que cet extrait accéléere la

réaction entre lI'enzyme et son substrat, ou bien il a interféré avec le DNSA, d'ou l'obtention de

DO plus élevée par a port aux contrdles positifs ce qui est impossible de déterminer le
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pourcentage d'inhibition on appliquant la formule (DOB - DOA/DOA x 100) (Hadj moussa,
2012). Selon Athel et al., (2004) ont montré que de nombreuses réactions se caractérisent par

un doublement de la vitesse quand la température est augmentée de 25C° a 35C°.

La phytothérapie antidiabétique connait a ce jour développent important du fait de la
découverte de plus en plus d'extraits de plantes efficaces dont un effet antidiabétique. De
nombreuses familles des plantes ont démontré leur efficacité hypoglycémiante, les plus
importants sont Lamiaceae, les Apiaceae et Poaceae. L'utilisation d'extrait de plantes est une
pratique courante en médecine traductionnelle africaine (Jaykar et al., 2003).

Une bibliographie de phytochimie a révélé que différentes especes de genre Salvia et
également des plantes de la famille Apiaceae sont riches en composés bioactifs exercent
plusieurs effets pharmacologiques d'entre eux, y compris, effets antidiabétiques et
antimicrobiens (El Rhaffari et al., 1999; El Rhaffari et al., 2002)

Plusieurs études ethno pharmacologiques classent le genre de Salvia et Deverra
comme étant des plantes médicinales utilisees pour traiter le diabéte (Lahsissene et al., 2009;
Guessous, 2011; Guessous, 2012; Zeggwagh et al., 2013; Hammoudi R, 2015).

Jimenez et al., (1986), ont mené des études sur I'espece Salvia lavandulifolia, ils
I'ont classé parmi les plantes antidiabétiques traditionnelles avec effets hypoglycémiques.

Différentes enquétes ethno pharmacologiques réalisées au Maroc sur les plantes a
usage thérapeutique ont montré que les extraits des familles Lamiaceae (Salvia officinalis) et
Apiaceae (Ammodaucus leucotrichus Coss. et Dur.) possedent un effet antidiabétique
(Benkhnigue et al., 2006; Benkhnigue et al., 2007).

Les alcaloides possédent plusieurs applications pharmaceutiques chez 1’étre humain.
Ces applications ont été prouvées cliniguement que ces alcaloides possedent un effet
hypoglycémiant discret (Mc Calley et al., 2002 ; Lendvai et al., 2002 ; Stockigt et al., 2002 ;
Silvestrini et al., 2002). Plusieurs alcaloides ont été identifiés a titre exemple: le nucléoside
pyrimidique vicine entraine une réponse hypoglycémiante chez le rat albinos mis a jeun
normalement (Hammouda et Amer, 1966).

L’administration de la latecomine a des souris normales et hyperglycémiques induites
par alloxane provoque la réduction de la glycémie. L'utilisation traditionnelle de feuilles de
Tecoma pour le traitement du diabéte s’explique par I’isolement de deux substances
hypoglycémiques: tecomanine et tecostanine. La Tecomanine montre une activité
hypoglycémique sur des lapins a 20 mg/kg par voie intra péritonéale et 50 mg/kg par voie
orale (Ban et al., 1988).
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Azzi, (2013) aussi a montré que les injections intrapéritonéales d’alcaloides totaux
chez les rates diabétiques provoquent la diminution de la glycémie basale.

Les travaux d 'Alison et Peter, (1999) ont démontré que la présence des alcaloides
dans l'extrait de Coriandrum sativum de la famille Apiaceae qui peut contribuer a la
stimulation de la sécrétion de l'insuline, le métabolisme et I'absorption musculaire de
glucose.

Au meilleur de notre connaissance aucune étude sur les alcaloides n'a été identifiée
chez ces espéces étudiées pour l'activité inhibitrice de I'a-amylase jusqu'a présent. De plus, il
n'y a pas de rapport sur les groupements chimiques des alcaloides de Deverra scoparia Coss.
& Dur et de Salvia chudaei Batt. & Trab d'Algérie (Hammoudi, 2015).

Les inhibiteurs d'enzymes peuvent agir selon des mécanismes variés, en se combinant
soit avec I’enzyme (compétitive avec le substrat ou incompétitive), soit avec le complexe
enzyme-substrat (non compétitive), soit avec le substrat lui-méme (Weinman et al., 2004).
L'activité enzymatique peut étre affectée de fagon spécifique par de nombreux agents
chimiques et les drogues tells que l'acarbose qua une forme proche de celle des
oligosaccharides issus de la digestion de 1'amidon, Il peut ainsi se lier aux sites de l'a-amylase
pancréatique, inhiber puissamment, de fagon compétitive et dose-dépendante (Scheen et al.,
2002). Certaines plantes ont une activité inhibitrice enzymatique incluent les alcaloides selon
Pan et al., (2003) les alcaloides Inhibent I’activité de I’a- amylase et ralentissent le transport

du glucose a travers 1’épithélium intestinal.

La présente étude a été réalisée sur un "modéle alpha-amylase” et les résultats
devraient étre vérifiés dans de futures études sur les amylases de mammiferes ou des autres
modeéles in vivo. En plus le mécanisme d'action des alcaloides des plantes étudiées sur
l'activité enzymatique n'est pas bien élucidé, ce qui forme un terrain pour de nouvelles
recherches pour mieux élucider les principes d'interaction et d'inhibition a I'échelle

moléculaire.

111.2.2. Evaluation du pouvoir antifongique par contact direct sur milieu solide

L’essai antifongique des alcaloides bruts des deux plantes étudiées a été réalisée par
la méthode de contact direct, les testes sont appliqués sur six souches : Fusarium culmorum
(Fc), Candida albicans IPA 200 (M3), Aspergillus carbonarius M333(Ac), Aspergillus
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ochraceus ATCC 3174 (Ao), Mucor ramannianus NRRL 1829 (Ur) et Aspergillus
brasiliensus ATCC 16404 (Ab), afin d'estimer I’effet des extraits des alcaloides des deux
plantes (Salvia chudaei Batt. & Trab. Et Deverra scoparia Coss. & Dur) sur la croissance de
ces champignons et levures. Le pouvoir antimicrobien est obtenu par la mesure des diaméetres
des zones d’inhibition (en mm). La lecture des résultats a été effectuée apres trois jours (3J)
d’incubation a 28°C, a partir d'une concentration égale a 8 mg/ml pour Salvia chudaei et 5
mg/ml celle de Deverra scoparia on a obtenu les résultats montrés dans la figure (12).
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Figure 12 : Les diametres des zones d’inhibition maximums (mm) en fonction des souches

étudiées.

D'apres les résultats illustrés par la figure 12, on peut constater que les alcaloides bruts
de Salvia chudaei Batt. & Trab présentent une activité antifongique contre les souches testées
avec des différences de sensibilité. Les données indiquaient que A. ochraceus et C. albicans

étaient les souches les plus sensibles.
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Ces résultats confirment ceux rapportés par Khaldi et al., (2017), l'extrait de
Saccocalyx satureoides Coss & Dur de la famille Lamiaceae a montré une activité
antifongique vis-a-vis les genres Fusarium et Aspergillus.

Nous constatons également que l'effet des alcaloides de Salvia chudaei sur la
croissance de A. brasiliensus et A. carbonarius est un peu moins important par rapport a celui
observé sur les autres souches mycéliennes avec des diametres maximums d'inhibition de
l'ordre de 8 mm.

Par ailleurs, I’activité antifongique d'extrait de Deverra scoparia est plus active que
Salvia chudaei spécifiquement sur Candida albicans et Fusarium culmorum avec des valeurs
de 20 mm et 12 mm respectivement.

A titre comparatif des résultats obtenus (figure 12) avec d’autres espéces appartenant
au famille Apiaceae, citant Shetayeh et al., (1998) qui n'‘ont trouve aucune activité
antifongique n’est observée chez I’espéce fongique : Candida albicans, ce qui rend les deux
plantes étudiées et surtout Deverra scoparia peuvent étre considérés parmi les plantes les plus

importantes pour la lutte contre la Candidose.

Aspergillus carbonarius Aspergillus brasiliensus

Fusarium culmorum Mucor ramannianus Candida albicans
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Photo 06 : Activité antimicrobienne de I'extrait de Salvia chudaei contre les différentes
souches testées.

Les différentes valeurs de Concentration Minimale Fongicide (CMF) observées
permettent de suggérer que ’extrait des alcaloides de Salvia chudaei Batt. & Trab présente
une CMF limitée entre 0,08 et 0,06 mg/ml. Une activité antifongique intéressante a été
remarquée sur la plupart des souches fongiques testées a l'exception de I'A.brasiliensus a

montré une CMF moins élevée (8 mg/ml) que les autres souches. Comparé aux résultats des
tests antifongiques obtenus par Valentina et al., (2017) qui ont enregistré une CMF compris

entre (1,07 a 8,93 mg/ml) pour l'extrait de Salvia sclarea, nos résultats font cette plante parmi
les plantes les plus puissantes.

En ce qui concerne les souches microbiennes qui étaient plus inhibées avec l'extrait
de Salvia chudaei par des faibles concentrations (CMF équivalent a 0,16 mg/ml), il y a : F.
culmorum et Mucor ramannianus.

Des études ont souligné la présence d'une activité antifongique d'une autre plante de la
famille Lamiaceae celle de Ocimum sanctum d'ou cette activité est probable causée par la
présence de métabolites secondaires, notamment les alcaloides (Balakumar et al., 2011).

Himal et al., (2008) ont montré I'effet antifongique des alcaloides des différentes

familles (Meliacae, Lamiacee, Ericaceae, Rutaceae....... etc).

Pour l'extrait d'alcaloides de Deverra scoparia, les résultats ont été satisfaisants.
Confirme une action inhibitrice sur la croissance des souches étudiées. L'extrait avec une
concentration égale a 5 mg/ml a montré deux effets fongicide (6 mm) et fongistatique (20,5

mm) dans le cas de I'Aspergillus brasiliensus.
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Aspergillus carbonarius Aspergillus brasiliensus Aspergillus ochraceus

Fusarium culmorum Mucor ramannianus Candida albicans

Photo 07 : Activité antimicrobienne de I'extrait de Deverra scoparia Coss. & Dur contre les
différentes souches testées.

En ce qui concerne les concentrations minimales d'inhibition (CMI), les résultats ont
montré gu'il y avait une différence de sensibilité. Les souches Aspergillus ochraceus et
Aspergillus brasiliensus ont la plus grande CMI (5 mg/ml). Donc ces souches sont les moins
sensibles a l'extrait.

En revanche, les alcaloides de Deverra scoparia ont exerce également un bon effet
inhibiteur fongicide sur le Mucor ramannianus et Fusarium culmorum avec une CMI égale a
0,1 mg/ml.

Notant que la concentration de 0,2 mg/ml des alcaloides de cette plante a un effet
fongistatique sur la croissance d'Aspergillus carbonarius. La concentration fongicide de ces

alcaloides sur la croissance de Candida albicans est de l'ordre de 0,2 mg/ml.
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Le tableau 05 montre les diamétres des zones d'inhibition (@ en mm), les
concentrations minimales inhibitrices (CMI), les concentrations minimales fongicides (CMFc)
et fongistatiques (CMFs) des alcaloides des deux plantes Salvia chudaei Batt. & Trab et

Deverra scoparia Coss. & Dur contre les souches fongiques testées.
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Tableau 05: Pouvoir antifongique des extraits des deux plantes étudiées.

Salvia chudaei Batt. & Trab Deverra scoparia Coss. & Dur
@ (mm) CMI CMF; CMF. @ (mm) CMI CMF; CMF
mg/ml mg/ml mg/ml mg/mi mg/ml mg/ml
Fc 6,5+0,70 0,08 RAS 0,08 7,0£0,00 0,10 RAS 0,10
M3 7+141 0,64 RAS 0,64 7,0£0,00 0,20 RAS 0,20
Ac 7,0+0,00 0,32 RAS 0,32 8,0 £0,00 0,20 0,20 RAS
Ao 8,0+0,00 0,64 RAS 0,64 8,0 £0,00 5,00 RAS 5,00
Ur 6,5+0,70 0,08 RAS 0,08 7,0£0,00 0,10 RAS 0,10
Ab 8,0+0,00 8,00 8,00 RAS 8,0 £0,00 4,00 4,00 RAS

RAS :Rien a signaler.

Fc: Fusarium culmorum, M3: Candida albicans Ac: Aspergillus carbonarius, Ao: Aspergillus ochraceus, Ur: Mucor ramannianus, Ab: Aspergillus
brasiliensus, @: Diametre d'inhibition, CMI: les concentrations minimales inhibitrices, CMFc: les concentrations minimales fongicides, CMFs: les concentrations
minimales fongistatiques.
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D’aprés ce tableau, on remarque que l’activité des extraits varie en fonction de la
souche microbienne et la dose employée, entre un diamétre maximale de 8 mm et une absence
d’effet sur la croissance microbienne.

Abad et al., (2007), ont cité sur le pouvoir antifongique des extraits végétaux, que la
souche Candida albicans, le genre Aspergillus et le genre Fusarium ont montré une

sensibilité vis-a-vis des extraits de plusieurs familles de plantes parmi elles, la famille des
Apiaceae, la famille des Lamiaceae. C’est ce qui explique dans notre cas 1’activité enregistrée
des extraits sur les souches étudiées y compris A. ochraceus, A. brasiliensus, A. carbonarius
et F. culmorum.

Les tests antifongiques réalisés sur Salvia chudaei Batt. & Trab et Deverra scoparia
Coss. & Dur ont révéle que les deux extraits des alcaloides ont un effet antifongique

remarquable sur les souches testés.

Selon Zee, (1997), les alcaloides renferment un effet détoxifiant, possedent

une tres bonne activité antifongique et qui sont des composés reconnus pour leurs

propriétés antimicrobiennes (Irobi et Daranola, 1994; Brantner et al., 1996; Milcent et Chau,
2003; Moroh et al., 2008;Yan et al., 2008; Tene et al., 2009; Daniyan et Alabaka , 2012).

Les auteurs suggerent que la berbérine, un alcaloide isoquinoléinique, est
responsable de I'effet antifongique (Kosalec et a/, 2009). Cela est confirmé par une
autre étude qui a montré que le chlorure de berbérine a une bonne activité

antifongique(. lauk et a/, 2007).

Cette inhibition remarquée pourrait s’expliquer par le fait que les souches ont
développé des mécanismes de résistance aux molécules antifongiques présentes dans I’extrait.
Parmi ces mécanismes la capacité de switcher ou capacité a changer de phénotype «switch
phénotypique» (Millon et al., 2002). Effectivement, de nombreux travaux ont révélé que la
variabilité phénotypique pourrait étre une stratégie mise en place par certains micro-
organismes pour échapper aux mécanismes immunitaires de I’h6te. Ainsi, la facilité de
changer le phénotype peut-étre en relation avec sa résistance aux antifongiques (Pfaller et al.,
1998; Millon et al., 2002; Chen et al., 2003; Yang et al., 2005).
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Cette variabilité d'activité peut s'expliquer aussi par plusieurs facteurs influences on

peut citer :la répartition géographique de la plante étudiée, de I'organe végétal a tester,

la nature de la souche a étudier (Graven et al., 1992), la composition des alcaloides

brutes, la charge de I'inoculum fongique, le temps d'incubation (Marzouk et al., 2006)

L'activité antifongique de nos extraits est dii a la présence des composés majoritaires
de différents polarité, aujourd'hui il est connu que l'effet synergique ou antagoniste des
composés du mélange doit étre considéré (Burt, 2004).

En outre, les composants des extraits notamment les alcaloides de quantité plus faible
peuvent également contribuer a l'activité antimicrobienne, ils s'intercalent dans la paroi
cellulaire microbienne et inhibent la synthése de I’ADN des cellules microbiennes, en causant
la lyse cellulaire (Mert, 2006; Silva et Fernandes, 2010 ; Tiwari et al., 2011), impliquant
probablement un certain type de synergie avec d'autres composés actifs (Belmekki et al.,
2013).

La présence des composés lipophiles dans nos extraits brutes permet aux ces
composes de se lier aux membranes cellulaires des microorganismes et d'inhiber les échanges
d'électrons membranaires lors de la phosphorylation oxydative ce qui freine ainsi le
métabolisme cellulaire (Teuscher et al., 2005).

Cependant, le mécanisme de l'activité antifongique in vitro n'est pas clair. Mais ces
feuilles des deux plantes sont encore utilisees comme médicaments en Tamanrasset. Jusqu'a
maintenant il n'y a aucun rapport sur les effets secondaires de Salvia chudaei Batt. & Trab et
Deverra scoparia Coss. & Dur. Ces plantes peuvent étre des sources utiles pour le traitement

infections dermatophytiques.
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Conclusion

Les plantes médicinales sont la source de la majorité des inhibiteurs naturels et elles
restent encore sous exploitées dans le domaine médicale. Dans se concept, notre étude porte
sur l'extrait d'alcaloides de deux plantes endémiques au Sahara algérien qui sont : Salvia
chudaei Batt. & Trab, (Lamiaceae) et Deverra scoparia Coss. & Dur (Apiaceae). Par

I'évaluation du pouvoir antifongique et leur capacité inhibitrice probable de 1'a-amylase.

L'extraction par soxhlet des alcaloides a donné un rendement massique faible pour les
deux especes étudiées, est de l'ordre de 0.1% pour Salvia chudaei Batt. & Trab et de 1% pour

Deverra scoparia Coss & Dur.

L'analyse qualitative des extraits alcaloidiques des deux plantes se fait par
chromatographie sur couche mince (CCM) avec differents systemes de séparation. 1l montre
une hétérogénéité et une diversite des alcaloides, qui sont susceptibles d'étre I'Ajmaline,
Raubasine et Réserpine.

Les résultats obtenus au cours de cette étude constituent une justification scientifique
de l'usage traditionnel des plantes étudiées et confirment encore une fois la pertinence des
remeédes traditionnels dans le traitement de nombreuses maladies. L’étude des activités
biologiques, y compris 1’activité antidiabétique et antifongique a révéle que les deux extraits
des plantes ont un effet l'inhibiteur puisant a la fois sur a-amylase et sur croissance
microbienne.

Selon les résultats de I’analyse phytochimique des extraits testés, ces activités
biologiques remarquées sont liées principalement a la présence des alcaloides. Mais ces
résultats ne constituent qu'une ébauche dans le domaine de recherche des antidiabétiques et

des antimicrobiens naturels, il serait intéressant de compléter ce travail par d'autres études.

Pour une meilleure évaluation des activités biologiques: antidiabétique et antifongique
des extraits des alcaloides, on propose de purifier les alcaloides bruts, afin de préciser les
composants chimiques responsables des effets remarqués en utilisant des techniques plus
avancées comme CG/MS et I'HPLC.

Puisque ces plantes sont traditionnellement connues par leurs effets thérapeutiques
contre de nombreuses maladies grace a la présence des biomolécules notamment les
alcaloides, il est souhaitable pour augmenter la valeur de ces plantes dans le domaine

biomédical, de faire des études sur l'activité anti-inflammatoire et l'activité antitumorale mais
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également sur la toxicité de ceux-ci sur différentes lignées cellulaires (in vitro) et sur des
modeles utilisant les animaux (in vivo) a fin de déterminer les doses thérapeutiques et les

doses létales car les remédes traditionnels souffrent du probleme de dosages.
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Résumé: Les plantes médicinales représentent aujourd’hui une source incontournable pour la découverte de
nouvelles biomolécules, trés efficaces contre nombreuses maladies. Dans ce contexte nous nous sommes
intéressés a I’étude de deux plantes endémiques au Sahara algérien, Salvia chudaei Batt. & Trab (Lamiaceae)
et Deverra scoparia Coss & Dur (Apiaceae), en raison de leurs utilisations fréquentes en médecine
populaire. Les alcaloides sont extraits par soxhlet. Le rendement massique des alcaloides bruts de S.
chudaei est de I'ordre de 0.1%. Alors que, D. scoparia a enregistré un rendement de 1%. Les analyses
chromatographiques par CCM en utilisant plusieurs systemes révelent que les alcaloides bruts des plantes
étudiées ont montré la présence des groupements chimiques probablement d'étre I'Ajmaline et Raubasine.
Cette diversité remarquable des alcaloides, permet d’espérer un large spectre d'activités biologiques. L'étude
de l'activité antidiabétique des extraits, porte sur la détermination in vitro de leurs pouvoirs inhibiteurs de
I'enzyme a-amylase. Les résultats ont montré que les alcaloides de Salvia a un pouvoir inhibiteur de 1’a-
amylase important avec 1Csp égale a 0.02 mg/ml en comparaison a Deverra ICs est de 0.067 mg/ml et
I’acarbose comme contréle positif leur ICsp €gale a 0.063 mg/ml. L'étude de I'activité antifongique contre le
Fusarium culmorum, Candida albicans IPA 200, Aspergillus carbonarius M333, Aspergillus ochraceus
ATCC 3174, Mucor ramannianus NRRL 1829 et Aspergillus brasiliensus ATCC 16404, a confirmé que les
deux plantes ont une grande capacité a inhiber la croissance microbienne, les concentrations minimales
d'inhibition variaient de 0,8 a 0,08 mg/ml pour la S. chudaei. Tandis que, D. scoparia a été enregistré une
CMI compris entre 0,5 et 0,05 mg/ml.

Mots clés: Alcaloides, Salvia chudaei Batt. & Trab, Deverra scoparia Coss & Dur, activité antidiabétique,
activité antifongique.

Abstract: Medicinal plants are now an essential source for the discovery of new bio molecules, very
effective against many diseases. In this context we are interested in the study of two endemic plants in the
Algerian Sahara, Salvia chudaei Batt. & Trab (Lamiaceae) and Deverra scoparia Coss & Dur (Apiaceae),
because of their frequent uses in folk medicine. The alkaloids are extracted by soxhlet. The mass yield of the
crude alkaloids of S. chudaei is of the order of 0.1%. While, D. scoparia recorded a 1% yield. TLC
chromatographic analyzes using several systems reveal that the crude alkaloids of the plants studied showed
the presence of chemical groups likely to be I'Ajmaline and Raubasine. This remarkable diversity of
alkaloids makes it possible to hope for a broad spectrum of biological activities. The study of the antidiabetic
activity of the extracts concerns the in vitro determination of their inhibitory powers of the a-amylase
enzyme. The results showed that Salvia alkaloids has an important a-amylase inhibitory power with 1Csg
equal to 0.02 mg/ml compared to Deverra ICs is 0.067 mg/ml and acarbose as a positive control their 1Csp
equal to 0.063 mg/ml. The study of antifungal activity against Fusarium culmorum, Candida albicans IPA
200, Aspergillus carbonarius M333, Aspergillus ochraceus ATCC 3174, Mucor ramannianus NRRL 1829
and Aspergillus brasiliensus ATCC 16404, confirmed that both plants have a great ability to inhibit growth.
microbial concentrations, the minimum concentrations of inhibition ranged from 0.8 to 0.08 mg / ml for S.
chudaei. While, D. scoparia has been recorded a MIC between 0.5 and 0.05 mg /ml.

Key words: Alkaloids, Salvia chudaei Batt. & Trab, Deverra scoparia Coss & Dur, antidiabetic activity,
antifungal activity.
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