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Introduction

Introduction

L’histoire des plantes aromatiques est souvent liée a celle de ’humanité. Déja depuis
I’Egypte antique, I’homme utilise largement les huiles balsamiques, les onguents parfumés les
résines aromatiques, les épices et les végétaux odoriférants en rites, en magie, en

thérapeutique, en alimentation ainsi que dans les pratiques de la vie courante (Obame,2009).

Les plantes médicinales sont des plantes dont un des organes (écorce, feuille) plante
posséde des vertus curatives et parfois toxiques selon son dosage. Les plantes médicinales
sont les plantes utilisées en phytothérapie pour leurs principes actifs .elles peuvent étre
vendues en herboristerie, en pharmacie, avec ou sans prescription selon la réglementation du
pays (Ramli, 2013).

Malgré la nature hétérogene du continent Africain en général et de I'Algérie en
particulier, il y aeu peu defforts consacrés au développement des agents thérapeutiques
de ces plantes. C'est pourquoi nous nous sommes intéressés a étudier le Glycyrrhiza glabra
L. est I’'une des herbes médicinales les plus largement utilisées de 1’ancien antécédent médical

de I’Ayurveda, il est également utilisé comme herbe aromatisant (Baba Aissa ,1999).

Au cours des dernieres années, la résistance aux antibiotiques chez les micro-
organismes pathogenes et la toxicité des antioxydants synthétiques ont conduit les chercheurs
a puiser dans le monde végétal et particulierement les plantes médicinales et culinaires

en quéte de molécules naturelles efficaces et denuées de tout effet adverse (Eloff, 1998).

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail de recherche dont le but principal est
d’étudier les deux activités biologiques: antioxydant et antibactérien des deux extraits

méthanolique et aqueux des écorces des racines de Glycyrrhiza glabra L.

Notre travail est structuré de fagon classique en trois parties. Une partie relative a une
synthese bibliographique contient deux chapitres, le premier chapitre consiste en Généralité
sur la plante de Glycyrrhiza glabra L., dans le deuxiéme chapitre, nous avons étudie
les activités biologiques. Une seconde partie experimentale, qui décrit les demarches
méthodologiques, et les techniques utilisées dans le chapitre trois, dans la derniére

partie, nous avons présenté les résultats obtenus et discussion dans le chapitre quatre.

Enfin, une conclusion relatant 1’essentielle des résultats, accompagnée de perspectives

conclue notre manuscrit.
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Synthese bibliographique



Chapitre 1
Generalite sur la plante
Glycyrrhiza glabra L.



Chapitre 1 Généralité sur la plante Glycyrrhiza Glabra L

1.1. Définition de la plante Glycyrrhiza glabra L.

Plante vivace de la famille des Fabacées aux racines aromatiques. Elle est originaire du
sud de I’Europe et de 1’Asie. Elle pousse dans un sol riche et humide et elle a besoin d’un
climat chaud La réglisse est une plante herbacée ou sous-arbrisseau vivace de 1 a 1,5 m de
haut (Petit, 2011).

Figure 1:Représentation de la plante Glycyrrhiza glabra L. (Petit, 2011).

1.2. Histoire de la Glycyrrhiza glabra L.

La réglisse était connue des Grecs et des Romains, de Théophraste et de Sainte

Hildegarde, qui I’employaient notamment pour éclaircir la voix.

En 1950, on a démontré son effet bénéfique sur I’estomac, et elle a été utilisée dans

les cas d’ulceres et de gastrites.

En médecine populaire, la racine jaunatre de réglisse était utilisée pour ses vertus
adoucissantes, digestives et rafraichissantes. Il est cependant signalé que 1’abus de la réglisse
provoque de I’hypertension artérielle, la substance qui en est responsable est I’acide

glycyrrhizique (Chouitah, 2012).
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1.3. Etymologie Glycyrrhiza glabra L. :
L’étymologie de son nom botanique nous renseigne sur ses propriétés. En grec,

Glykyrrhidza ou glycyrrhiza se décompose en glycys- et —rhidzaqui signifient respectivement
« doux, sucré » et « racine ». Le nom du genre, glabra, dérive du latin glaber qui signifie

«glabre» et se rapporte a la gousse imberbe.

La lettre L. est un hommage a Linné, nom du botaniste suédois ayant décrit cette espéece.

Elle a ét¢ nommée ainsi en raison de la saveur sucrée de son bois

Le mot réglisse est apparu a la suite d’évolution linguistique. A 1’origine du mot
réglisse, on trouve les noms latins Radix dulcis et liquiritiaqui est lui-méme une adaptation

populaire du nom grec liquor (CAEL, 2009).
1.4. Caractéristique de la plante de Glycyrrhiza glabra L.:
1.4.1. Classification (Chouitah, 2012) .
Famille : légumineuse

Sous Famille : papilionacées

Genre : Glycyrrhiza

Espéce : Glabra L .

Nomination :

Nom scientifique : Glycyrrhiza glabra
Noms local : argessous

Noms Francais : réglisse

Nom anglais : Licorice root

1.4.2. Habitat :

La réglisse est initialement originaire d’Asie et du Caucase, mais aujourd’hui on
la retrouve sur le pourtour du bassin méditerranéen. C’est donc une plante qui apprécie les

pays au climat chaud (Lhervois, 2016).

La réglisse compte une douzaine d’espéces répartie sur les cinq continents, elle
est distribué en Europe du Sud, la Syrie, I'lran, Afghanistan, la Russie, la Chine, le Pakistan
et Inde du Nord (Sheetal, 2011) .
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1.5. Description botanique de Glycyrrhiza glabra L .
a) Les fleurs :

sont étroites, plus ou moins violacées, mais normalement de coloris bleu pale, ont
préfloraison papilionacée et sont groupees en grappes en grand nombre 20 a 30 fleurs (Loic,

2001).

La formule florale des Faboidées est : 5S + 5P + 10 E + 1C (CAEL,2009).

b) Les feuilles :

Sont relativement grandes (2 a 5 cm de long sur 1 & 2,5cm de large), ovales, obtuses et
alternes, composées d’un nombre impair de folioles (4- 7 paires), sont verte foncé et plut6t

visqueuses sur leur face interne (Bruneton, 2009).

c) Les fruits :

La réglisse faisant partie des légumineuses, son fruit est donc une gousse. La gousse de
la réglisse est aplatie et bosselée par la présence de petites graines brunatres qu’elle contient.
Le fruit de Glycyrrhiza glabra L.contient environ 5 graines. Les graines font 2 a 4millimétres

de diametre et sont de couleur brune (Lhervois, 2016).

D) Les racine :

Les parties souterraines se présentent sous la forme d’une longue racine cylindrique
tracante couvrant d’importantes étendues. Ce rhizome émet des stolons qui sont épais
et allongés a saveur sucrée pouvant atteindre 1,00-1,80 m. La plante se perpétue par

les bourgeons du rhizome formant des rejets épais et allongés ( Petit, 2011) .
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Figure 2:Représentation du caractére de la plante Glycyrrhiza glabra L .( CAEL,2009).

e)Tige

Annuelles presque ligneuses, pouvant atteindre 1m .bien dressées, rigides et creuses
(Chouitah, 2012) .

1.6. L es principaux constituants de Glycyrrhiza glabra L. (CAEL, 2009).

- La glycyrrhizine :

(2-15 %) avec principalement la glycyrrhizine, dénommée aussi « acide glycyrrhizique»
et un mélange des sels de potassium et de calciums correspondants. La glycyrrhizine posséde
un pouvoir sucrant 50 fois supérieur a celui du sucre de canne.

- Les polysaccharides (10% de la drogue) : glycyrrhizane .

- Des sucres : Glucose (jusqu’a 4%), fructose, maltose, saccharose (2 ,4 -6,5%).

- Les huiles essentielles présentes dans les plantes aromatiques et localisées, dans les

fleurs, les feuilles, les fruits, les graines, 1’écorce, les racines .

- Des coumarines: licocoumarone et autres coumarines : ombelliférone, herniarine,

licobenzofurane et kaempferol 3-O-methyl ether .
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- composés volatils aromatiques : environ 0,04 a 0,06 % d’anéthole, est ragole,
géraniol, acides aliphatiques, aldéhydes, cétones, alcools et hydrocarbures, qui

sont responsables de I’arome de la réglisse .

- les flavonoides représentent environ 0,65 & 2 % de la composition chimique de
la drogue.
- Des amines : Acide aminés (2-4% asparagine).

- Des stérols : B-sitostérol, stigmastérol.

1.7. Utilisations de Glycyrrhiza glabra L.

La réglisse est principalement utilisée en thérapeutique et dans 1’alimentation. Elle
entre également dans la composition de divers produits cosmétiques et tabagiques.
La réglisse est donc présente sous différentes formes commerciales. Son emploi

change et évolue d’un pays a un autre (Mathilde,2020) .

1.7.1. Utilisations traditionnelles

- Par voie,orale traditionnellement utilisé dans le traitement des symptémes de troubles
digestifs tels que la digestion lente et les flatulences dans le traitement des symptdmes de la

toux.

- Par voie locale, utilisée (bain de bouche, pastilles) comme antalgique dans les

affections de la cavité buccale et/ou du pharynx » (Mathilde,2020)
1.7.2. Utilisations médicinaux:

Cette espece végétale a été rapportée dans la littérature pour ses activités biologiques
telles que: anti-inflammatoires et expectorants, contréle la toux et a des effets hormonaux. Il
élimine les toxines et protege le foie. Médicalement, il est utilisé en interne pour , I'asthme, la

bronchite et les ulcéres gastro-duodénaux (Rajandeep, 2013) .
1. 8. Condition nécessaires a la culture :

La culture des plantes médicinales peut affecter 1’équilibre écologique et, en particulier,
la diversité génétique de la flore et de la faune des habitats environnants. La qualité
et le développement des plantes médicinales peuvent, a leur tour, étre affectés par les autre

plantes, les autres étres vivants et les activités humaines (Endrias ,2006) .
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La réglisse est répandue dans les régions tempérées et les cultures sont nombreuses dans
les pays de steppe et autour des rivages de lamer caspienne, ou les vents sont importants. Sa
culture est intensive dans le sud de I’Italie (CAEL, 2009).

La réglisse s’implante au printemps (mars, avril) dans une terre meuble et profonde Elle
apprécie les climats chauds. La plante résiste a la sécheresse et au froid jusqu’a -15°C
environ. Toutefois on conseille d’installer un paillage épais sur le sol autour des tiges pour
garder la fraicheur du sol en été et protéger la plante des basses températures en hiver. Un
arrosage occasionnel suffit au bon développement de la réglisse est conseillé généralement
un sol légerement sablonneux pour favoriser le développement du systéme racinaire,
ainsi qu’une terre riche en matiére organique, car les sols trop compacts s’opposent au
développement des rhizomes. L’apport hydrique doit étre assez important, jusqu’a trois fois

par semaine en période d’été (Lhervois, 2016).



Chapitre 2.
L_es activités biologiques



Chapiter 2 Les activité biologique

2.1. Définition des radicaux libres

Les radicaux libres sont des entités chimiques (Especes, atomes, molécules ou des
fragments moléculaires) possédant un électron (ou plus) non apparié « Célibataire » sur la

couche périphérique du squelette moléculaire (Favier ,2003) .
2.2. Activité antioxydant
2.2.1. Définition des antioxydants

Un antioxydant est défini comme étant toute substance susceptible d'inhiber
directement la production, de limiter la propagation ou de détruire les espéces réactives
de l'oxygene Velioglu et al.(1998) Ils peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur

localisation cellulaire et leur origine on a:
2.2.2. Antioxydants enzymatiques

Il 'y a plusieurs systémes d'enzymes qui catalysent des réactions pour neutraliser
des radicaux libres et des espéces réactives de l'oxygéne. Ces enzymes comprennent:
superoxy de dismutase , le glutathion peroxyde ,réductase de glutathion catalases Celles-ci
forment les mécanismes de défense endogénes du fuselage pour aider a se protéger
contre les dégats radical-induits libres de cellules. Ces enzymes exigent également des
cofacteurs tels que le sélénium, le fer, le cuivre, le zinc, et le manganése pour l'activité

catalytique optima (Velioglu et al.,1998) .
2.2.3. Antioxydants non enzymatiques

Il comprend des vitamines E (a-tocophérol), des vitamines C (acide ascorbique) et des
poly phénols d'origine végétale (flavonoides, xanthones, coumarines, caroténoides, dérivés
d'acides phénoliques, tanins, anthocyanes, ...). La plupart de ces ingrédients ne sont pas
fabriqués par l'organisme et doivent étre obtenus par I'alimentation (Vansant,2004).

2.2.4. Antioxydants naturels

Ils sont présents dans toutes les parties des plantes supérieures. Ce sont des composés
phénoliques (flavonoides, xanthones, coumarines, caroténoides, dérivés d’acide phénolique,

tanins, anthocyanines,...) (Vansant,2004).
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2.2.5. Activité antioxydant

Glycyrrhizine posséde la bonne activité antioxydant car elle a la capacité de piéger les
radicaux libres partout ou ils sont présents dans la circulation sanguine .l‘active piége
radicaux peut étre définie comme 1‘action piégeant le composé sur les ions radicaux libres ou

les espéces réactives de 1°‘oxygeéne produites dans le corp humain (Thakur et al., 2016).
2.3. Activité antibactérienne
2.3.1. Définition des bactéries

Sont des organismes minuscules que 1’on trouve a peut prés par tout, c’est une étre
unicellulaire autonome. Les bactéries jouent un réle tres important dans la fermentation,

I’immunité, la synthése de vitamine, hormones et les enzymes (Clément, 1991).
2.3.2. Activité antibactérienne

Les plantes n’ont pas un systeme immunitaire proprement dit qui peut identifier une
infection spécifique, leur propriété antimicrobiennes sont généralement efficaces contre une
large gamme de micro —organisme .Ces propriétés sont utiles pour les infections chez les

humains (Remmal , 1993).
2.3.3. Les actifs antibactériens

Les composants avec des structures polyphénoliques comme les flavonoides et les
tannins étaient fortement actifs contre les microorganismes testés. Les membres de cette
famille sont connus pour étre, selon la concentration utilisée, soit bactéricides ou
bactériostatiques. Les polyphénoles entrainent notamment des lésions irréversibles sur les
membranes et sont utiles dans les infections bactériennes, virales et parasitaires, quelle que

soit leur localisation (Dorman et Deans, 2000).
2.3.4. La nature de P’activité antibactérienne

Lorsque I’on parle d’activité antibactérienne, on distingue deux sortes d’effets Une
activité létale (bactéricide) : c’est la propriété de tuer les bactéries dans des conditions
définies et Une inhibition de la croissance (bactériostatique) : inhibition momentanée de la

multiplication d’une population (Hammer, 1999).
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3.1. Présentations des zones d’étude
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Figure 3:Carte géographique des régions d’études (D: Djelfa, B : M’lili G: Djaméa, R
‘Rélizane) (site webl).

3.1.1. La zone de Djamaa

La wilaya d’oued souf est située au sud —East du puits & environ 560Km du capital
(Alger). Elle couvre une superficie de 80.000 Kmz.

La daira de Djamaa se site a 120 Km d’oued souf. Chef -lieu de la wilaya, la daira
s’étale sur 3785Km?, elle est limitée :

-au Nord par la dair a d’El Mghair

- au sud par la daira de Touggourt

-au ouest par daira d’oled Djalal et

-Est par la commune d’1’oued

Djamaa se trouve dans la vallée d’oued right (Hammia et Bourenane,2011).
3.1.2 .La zone de M’lili

S’étend sur une superficie de 371.80 km2, elle est limitée :
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Aunord la commune d’El Hadjeb

Au nord-ouest la commune de Bouchagroune

Au sud (Steele) wilaya d’el Oued
A P’ouest la commune d’Ourlal

A D’est la commune d’Oumache (Hadj Youcef et Hamed ,2008).

3.1.3. Lazone de Djelfa

Wilaya de Djelfa est située dans la partie centrale de 1’Algérie du Nord au-dela des
piémonts Sud de 1’Atlas Tellien en venant du Nord dont le chef-lieu de Wilaya est a 300
kilometres au Sud de la capitale Elle limitée :

Au nord par les wilayas de Médéa et de Tissemsilt
~ A lest par les wilayas de M’Silla et Biskra
A I’ouest par les wilayas de Laghouat et de Tiaret
Au sud par les wilayas d’Ouargla, d’el Oued et de Ghardara.(defalou et ghadri ,2017 )
3.1.4. La zone de Rélizane

Elle occupe une superficie de 4851,21 km? constituée essentiellement de zones rurales,
soit 76% du territoire. La wilaya de Rélizane est limitée :

- Au nord par la wilaya de Mostaganem
~ A lest par la wilaya de Chleff
- Ausud par la wilaya de Tiaret

~ A l’ouest par la wilaya de Mascara (Chouitah, 2012) .
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Tableau 1:Les caractéristiques géographiques et bioclimatique des zones étude (site web?2).

Les Etage Altitude (m) | Latitude Longitude Caracteres
régions | bioclimatique (nord) (Est) édaphiques
Djamaa Aride 250 (m) 33°32'N | 6°59'18.7" E | Sableux
M’lili Semi-aride 417 (m) 34°15'N 4°14'49 " E calcaire argileux
Djelfa Semi-aride 800-650(m) | 34°40'N 3°145'90" E | Sableux argileux
Rélizane | Sub-humid 139 (m) 35°44'N | 0°33F Argileux

3.2. Les Matériel et Méthodes

3.2.1. Matériel végétal

Le matériel végeétale dans ce travail est constitué les racines de

glabra L. pour les régions : Djamaa, M’lili, Djelfa, Rélizane .

3.3. Méthodes d’extraction

plante Glycyrrhiza

Les extraits utilisés pour la réalisation de cette étude sont en nombre de deux :

3.3.1 Préparation des extraits agueux

Pour la préparation des extraits agueux Nous avons suit la méthode de 509 de la poudre

racines ont été portés a reflux pendant 2 heures dans 500ml 1’eau distille puis filtrat a ensuit

été évapore a sec sous pression réduite a 65°Cau rota vapeur le résidu obtenu est déterminé en

pois pour calculer le rendement (Bounihi, 2016).
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50 g de la matiere végétale \}

{ 500 ml I’eau distille }

Agitation /24h

Filtration

U

Evapore a sec sous pression
réduite a 65°C

Figure 4:Protocole de préparation de I'extrait aqueux.

3.3.2. Préparation des extraits méthanolique.

Une prise d'essai de 50 g de la matiére végetale (la poudre fine des écorces des racines
du Glycyrrhiza glabra L. ) a été mise a macérer dans 500ml de méthanol absolu pendant 24H
a température ambiante. Apres filtration du mélange, I’extrait a été évaporé a Sec Sous
pression réduite a et a 52°C grace a un évaporateur rotatif pour obtenir un extrait sec
(Bougandoura et Bendimerad, 2012).
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50 g de la matiére végétale

a macérer dans 500ml|
de méthanol absolu
pendant 24H

¢

H-

Evaporation a sec sous pression
réduite et 52°C

S 2 Y SN

1
-

=t

Extrait méthanolique sec

Figure 5: Protocole de préparation de I'extrait méthanolique.

3.3.3 Détermination du rendement des extraits secs (Djabou, 2006).

Le pourcentage en extrait bruts sec méthanolique et aqueux a été calculé par la formule

suivante :

R(%)=M/M0x100

R(%) : Rendement exprimé en %

M : Masse en gramme de 1’extrait sec résultant

MO : Masse en gramme du matériel végétal a traiter

3.4. Dosage des quelque composants de Glycyrrhiza glabra L.
3.4.1. Dosage des polyphénols

- Principe

La concentration des composés phénolique totaux a été déterminée par réactif de Folin

Ciocalteu décrit en (Singleton et Rossi, 1965).
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- Mode opératoire

200pl d’extrait végétal aqueux ou méthanolique (4mg/ml) ont été pipetés dans un tube a
essai, mélangé avec 1ml de réactif de Folin Ciocalteu (FCR) dilué¢ 10 fois dans de 1’eau
distillée. Aprés 4min, 800ul de carbonate de sodium (Na2CO3) avec une concentration de
75¢/1 sont ajoutés et le mélange a été vortexé. Aprés une incubation du mélange réactionnel
pendant 2 heures de temps a température ambiante et a 1’obscurité, L’absorbance est mesurée

a 765nm par un spectrophotometre.

la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique : La courbe d’étalonnage est effectuée par
I’acide gallique a différentes concentrations, dans les mémes conditions et les mémes étapes
du dosage. Les résultats sont ainsi exprimés en microgramme d’équivalent d’acide gallique

par un milligramme poids sec (Normala et Mardhiah, 2010) .
3.4.2. Dosage des flavonoides
-principe

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode colorimétrique
adaptée par( Zhishen et al.,1999).

- Mode opératoire

500 pl de D’extrait méthanolique ou aqueux dilués est ajoutée a 1500 pl de I’eau
distillée. Au temps zéro, 150 pl de nitrite de sodium (NaNO2) a 5 % est ajouté au mélange.
Apreés 5 min, 150 pl de trichlorure d’aluminium (AICI3) a 10 % est rajouté. Apres
I’incubation de 6 min a la température ambiante, 500 pl d’hydroxyde de sodium (NaOH) (1
M) est additionné. Immédiatement, le mélange est complétement agité. L'absorbance de la

solution de couleur rosatre est mesurée a 510 nm contre le blanc.
3.5. Evaluation du pouvoir antioxydant des extraits de plantes

Dans notre étude, la mise en évidence de 1’activité antioxydants in vitro de nos extrais a
été réalisée par le piégeage du radical libre DPPH.est Teste du pouvoir réducteur du fer par la

méthode de FRAP (Ferric Reducing-Antioxidant power).

15



Chapiter 3 Matériel et méthode

3.5.1. Teste du pouvoir réducteur du fer par la méthode de FRAP (Ferric Reducing-
Antioxidant power).

- Principe

Le pouvoir réducteur du fer (Fe3+) dans les deux extraits a été déterminé selon la
méthode décrite par Oyaiz (1986) .

La méthode de la réduction du fer est basée sur la réduction du fer ferrique (Fe3+) en sel

de fer ferreux (Fe2+) par les antioxydants qui donnent la couleur bleu (Ou et al., 2001).
- Mode opératoire

Les différentes concentrations des extraits dans I’eau distillée (1 ml) sont
mélangées avec 2.5 ml de la solution tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 2.5 ml de
ferricyanure de potassium [K3Fe(CN) 6] (1%). Les mélanges sont incubés a 50°C pendant
20 min. Aprés, 2.5 ml de 1’acide trichloracétique (10%) est additionné. Le tout est
centrifugé a 3000 tours pendant 10 min. A la fin, 2.5 ml du surnageant de chaque
concentration est mélangé avec 2.5 ml de I’eau distillée et 0.5 ml de FeClI3, 6 H20 (0.1%),
I’absorbance est mesurée a 700 nm Chung et al.(2002) L’augmentation de 1’absorbance
dans le milieu réactionnel indique I’augmentation de la réduction de fer, L’acide
ascorbique est utilis¢ comme contrdle positif. La concentration EC50 qui est définie
comme la concentration des antioxydants nécessaire pour réduire 50% de la concentration
initiale du thiocyanate ferrique est un indice utilisé pour comparer et exprimer la puissance

des capacités réductrices des substances bioactive.
3.5.2. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil).
-Principe

Le test DPPH mesure l'activité donneuse d'un atome d'’hydrogene (ou d'un électron) et
fournit donc une mesure de l'activité antioxydant de piégeage des radicaux libres. DPPH est
un radical libre stable de couleur pourpre; il devient réduit a la couleur jaune. Selon leurs

collaborateurs (1997), avec une légere modification.
- Mode opératoire

50 pl de différentes dilutions de chaque extrait ou étalon ont été mélangés avec 1250 ul
d'une solution méthanolique a 0,004% de DPPH. Aprés une période d'incubation de 30
minutes a I'obscurité a température ambiante, I'absorbance des échantillons a été lue a 517 nm.

Acide ascorbique, quercétine ont été utilisés comme normes.
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Une absorbance plus faible du mélange réactionnel indiquait une plus grande activité de
piégeage des radicaux libres (Brand et al., 1995).

% d’inhibition= [(Abs ¢ — Abs )/ Abs c] x 100

Abs ¢ : Absorbance du contréle

Abs e : Absorbance de 1’échantillon testé

3.6. Evaluation de I’activité antibactérien des extraits de plantes
3.6.1. Le choix des souches de test :

On a choisi quatre souches bactériennes appartenant a des familles différentes :

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella. Spp.

Les souches utilisées sont des souches de référence de 1’American type culture
collection gracieusement fournies par le laboratoire de microbiologie de [I’hopital

Hakim Saadan Biskra.
Les souches utilisées sont indiquées dans le (tableau2)

Tableau 2:liste de souches bactériennes testées.

Nom de la souche N°ATCC Famille Gram
Escherichia coli 25922 Enterobacteriaceae Négatif
Staphylococcus aureus 25923 Staphylococcaceae Positif
Pseudomonas aeruginosa 27853 Pseudomonaceae Négatif
Salmonella. Spp 399 Enterobacteriaceae Négatif

3.6.2. La technique utilisée pour évaluer L’activité antibactérienne

La technique que nous avons utilisée pour évaluer 1’activité antibactérienne de notre
produit est la méthode de diffusion en milieu gélos¢. C’est une méthode de diffusion a partir
d’un disque solide a été utilisée pour mettre en évidence [1’activité antibactérienne de nos

extraits vis-a vis des germes pathogenes.
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-Préparation de I’inoculum
Milieu :

Gélose Mueller Hinton, coulée en boites de Pétri sur une épaisseur de 4mm. Les géloses

sont séchées avant I’emploi.
. Inoculum :

A partir d’une culture pure de 18H sur milieu d’isolement, racler a I’aide d’une anse de
platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques. Décharger 1’anse de platine
dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.Bien homogénéiser la suspension

bactérienne.
.L'ensemencement:

Cette opération se fait apres la préparation de I’inoculum ,avec un 1’écovillon on prend
des colonies bactériennes et met dans 2ml d’eau physiologie, on trempe 1’écouvillon stérile
dans la suspension bactérienne . Puis on flotte 1’écouvillon sur la totalité¢ de la surface de

Miller Hinton ,en haut et bas, en strie serrées.

. Préparation des disques:

On a coupé le papier de watman en disque de 6mm, ces disques doivent posséder un
contour régulier pour donner une zone d’inhibiti On mesurer facilement les disques sont

stérilisés dans un autoclave pendant 20minutes a120c°.
. Lecture de résultat :

La lecture des résultats se fait par la mesure des d’inhibitions, qui sont représentés par

une auréole claire formé auteurs de chaque disques.
3.7. Evaluation quantitative de I'activité antibactérienne

L’évaluation quantitative de 1’activité antibactérienne des extraits de Glycyrrhiza
glabra L. consiste a déterminer la concentration minimale inhibitrice CMI et la concentration
minimale bactéricide CMB sur les bactéries soumis aux contacts de différentes concentrations
notre extrait (Mbosso et al., 2010).

3.7.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) par la méthode de

macro-dilution

La CMI est la plus faible concentration de la substance pour laquelle il n’y a pas de

croissance visible a I’ceil nu apres un temps d’incubation de 18 a 24 h. Sa détermination a été
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faite par observation du trouble induit par la croissance des germes étudiés dans chaque
tube.La CMI a été la plus petite concentration pour laquelle il n’y a pas eu de trouble observé
al’ceil nu (Toty et al, 2013).

3.7.2. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

Est la plus faible concentration d’antibiotique capable de tuer les bactéries aprés 24 h
d’incubation dans un milieu de croissance spécifique en laissant un pourcentage de bactéries
survivantes < 0,01% de I’inoculum de départ Joffin et Leyral (2006) On a réalisé autre

culture pour observer la concentration minimale bactéricide (CMB)sur les souches testées .

3.7.3. Caractérisation de I’effet bactériostatique ou bactéricide (Okou et al., 2018)
- si le rapport CMB/CMI < 4, la substance testée est bactéricide.
- si le rapport CMB/CMI >4, la substance testée est bactériostatique

3.8. L analyse statistique et traitement

Afin de déterminer la significativité des traitements appliqués sur les parametres
étudiés, nous avons procédé a des analyses de la variance et a la comparaison des moyennes, a
chaque traitement a 1’aide logiciel statistique (MINITAB 13). Les valeurs de p<0.05 sont
considérées statistiguement significatives, et de présenter ces résultats sous forme des

histogrammes et courbes (EXEL).
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4.1. Les rendements
4.1.1. Rendement d’extrait aqueux des racines

Le rendement des extraits aqueux a été déterminé par rapport a 50 g de matériel

végétale, rendue en poudre de Glycyrrhiza glabra L.

Les rendements des extraits aqueux des racines

20 178

16

158

14 1222
12 +——

10 +——

Rendement %

[ I S R o I ]
L

Mlili Djelfa Djamaa Relizan

Les régions

Figure 6:Les rendements des extrais aqueux des racines dans les quatre régions.

Notre résultat obtenus montrent que la supérieur rendement dans la région de Djelfa
(17.8%) par apport a Djamaa (16%) et Rélizane (15.8%), M’lili (12.22%).

4.1.2. Rendement d’extrait méthanolique des racines

Le rendement d’extrait méthanolique de quatre régions Djamaa, M’Lili, Djelfa,
Relizane ont été déterminé par rapport a 50 g de matériel végétale rendue en poudre des
racines de Glycyrrhiza glabra L.
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les rendements des extraits méthanolique des racines
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Figure7:Les rendements des extrais méthanolique des racines de quatre régions.

Les résultats obtenus montrent que la supérieur rendement dans la région de Djelfa
(10.76%) par apport a Djamaa (9.85%) et Rélizane (9.04%), M’lili (8.88%).

L’utilisation de la poudre a la place de la plante entiére a pour but d’améliorer
I’extraction du fait de rendre 1’échantillon plus homogéne, augmenter la surface du contact
avec le solvant et faciliter sa pénétration a I’intérieur des cellules qui ne sont pas détruites

apres le broyage (Mohammedi ,2013).

L’extraction aqueuse et 1’extraction méthanolique ont été faites aprés avoir seche
la plante a I’ombre et 1’avoir rendu en poudre. Le séchage de la plante a I’obscurité prévient
les transformations chimiques telles que 1’isomérisation et la dégradation causées par

les radiations ultraviolettes de la lumiére solaire (Benbrinis , 2018) .

Cette différence pourrait étre expliquée aussi par Kelen et Tepe (2008) par les choix de
la période de récolte car elle est primordiale en termes de rendement et qualité d’extrait
végétale, le climat, la zone géographique 1’organe de plante utilisé, la période de séchage, la
méthode d’extraction, ce sont des facteurs entre autres qui peuvent avoir un impact direct sur

les rendements en extrait végétal.
4.2. Dosage des quelques composants de Glycyrrhiza glabra L.

Les analyses quantitatives , phénols totaux, est flavonoides sont déterminées a partir des
équations de la régression linéaire de chaque courbe d’étalonnage exprimées successivement

en mg d’acide gallique et mg équivalent de quercétine par g de la matiere séche .
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4.2.1 Teneur en poly phénols

Une étude comparative en poly phénol a été faite grace a une courbe d’étalonnage,

réalisée avec un extrait d’acide gallique a différente concentrations.

Les quantités des poly phénols correspondantes ont été rapportées en mg équivalent

acide gallique par g du poids sec, sont déterminées par une équation de type : y = a X+b.

1.2

Droite d'étalonnage d'acide gallique

y=0.4863x+0.1307

R2 =0-0004

0.8

L e g

/ & Sériel

0
Qo.6

Linéaire (Série1)

d

04

0.2 -

0.5 1 1.5 2 2.5
concentration mg/ml

Figure 8:Droite d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage de poly phénols.
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Figure 9:Teneur en poly phénols totaux (mg/g de poids sec de la plante).

Suivant la figure ci dessus, on a enregistré en équivalent d’acide gallique

© (381.3+

1.11mg/g) de matériel végétal sec pour I’extrait méthanolique de Rélizane, puis Djelfa
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(356+14.22mg/g) et M’lili (335.3+22.22mg/g) et Djamaa (310+13.33mg/g), pour les extrait
aqueux de la région Relizane aussi représente la teneur la plus élevée en polyphénols avec

(197.3+£0.013mg/q) et le reste extrait ( Djelfa, Djamaa M’lili) respectivement.

Selon ’ANOVA a deux facteurs (annexe n° 1), on a classé les résultats obtenu de la

teneur en poly phénols totaux des racines de quatre régions selon les moyens en trois groupes.

> les racines de réglisse dans la région Rélizane sont représentées par la moyenne le plus
élevée (289.3mg/g).

» Les racines de réglisse dans la région Djelfa sont représentées par la moyenne le moins
élevée (254.7 mg/g).

» Les racines de réglisse dans les régions M’lili et Djaméaa sont représentées par un moyenne
faible (225.0 mg/ml),(220 mg/qg).

Selon PANOVA a deux facteurs (annexe n°l), les résultats montre que 1’extrait

méthanolique représente la moyenne le plus élevé (345.7mg/g) par apport ’extrait aqueux

(148.8mg/qg).

Selon Asan et Karakoca (2014) les racines de 1’espéce de Glycyrrhiza est I'une des
sources les plus riches de composés actifs biologiques tels que les composés phénoliques et

les flavonoides.

La solubilité des poly phénols est gouvernée par le type de solvant utilisé, leur degré de
polymérisation ainsi que de leur interaction avec d’autres constituants et la formation de

complexes insolubles.
Pour une plus haute récupération de poly phénols, le méthanol est le solvant
approprié (Falleh, 2008).

Il ya des facteurs pouvant influer sur la teneur en composés phénoliques comme les
facteurs extrinséques (facteurs géographiques et climatiques), les facteurs génétiques, mais
également le degré de maturation de la plante et la durée de stockage ont une forte influence

sur le contenu en poly phénols (Bouzid et al.,2011) .
4.2.2Teneur en flavonoides

Des dosages spectrophotométriques ont été effectués a partir des extraits méthanolique
et aqueux de la plante afin de déterminer la teneur totale des flavonoides. Une Droit

détalonnage de la figure 15 a été réalisée avec la quercétine a une longueur d’onde 510 nm.
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Droite d'étalonnage de quercétine
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Figurel0:Droite d’étalonnage de quercétine pour le dosage de flavonoide.
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Figurell:Teneur en flavonoide des extraits des plantes étudiées.

Notre résultats montre que I’extrait aqueux de la région de Djelfa et M’lili possédent
une supérieur teneur en flavonoide avec (433.3+11.11 mg/g), et pour les autre extrait
(Rélizane 356.6+ 9.05 mg/g, Djamaa 310+ 6.66mg/g), et pour les extraits méthanolique,
M’lili toujours contient une grand teneur avec (400+ 13.33mg/g) par apport les autre extraits.

Selon ’ANOVA a deux facteurs (annexe n°2), on a classé les résultats obtenu de la

teneur en flavonoide totaux des racines des quatre régions selon les moyens en 3 groupes.

» les racines de réglisse dans la région M’lili sont représentées par la moyenne le plus élevée

(416.7 mg/qg).
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> Les racines de réglisse dans la région Djelfa sont représentées par la moyenne le moins
élevée (376.7 mg/g).

» Les racines de réglisse dans les régions Djaméaa et Rélizane sont représentées par une
moyenne faible (330.0 mg/g), (326.7 mg/qg).

Selon I’ANOVA a deux facteurs (annexe n°2), les résultats montre que 1’effet d’extrait
sur la Teneur flavonoide est significatif (0.000< 0.05), I’extrait aqueux représente la moyenne

le plus élevé (383.3mg/g) par apport I’extrait méthanolique (341.7mg/qg).

La distribution des métabolites secondaires peut changer pendant le développement de
la plante. Ceci peut étre lié aux conditions climatiques dures (la température élevée,
exposition solaire, sécheresse, salinité), qui stimulent la biosynthése des métabolites

secondaires tels que les flavonoides (Falleh , 2008).
4.3. Résultats du test du pouvoir antioxydant
4.3.1. Estimation du pouvoir antioxydant par la méthode de Réduction de fer

L’activité antioxydant des extraits des plantes étudiées a été évaluée en utilisant la

méthode de FRAP. Cette derniére est un essai simple, rapide et reproductible.

La présence des réductants dans les extraits des plantes provoque la réduction de
Fe**'complexe ferricyanide a la forme ferreux. Par conséquent, Fe®* peut étre évalué en
mesurant et en surveillant 1’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu
réactionnel a700nm (Chung et al., 2002).
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Figurel2:Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe
tripyridyltriazine ferrique Fe(l11)-TPTZ et un antioxydant (AH) (Oyaizu ,1986).
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Figure 13:Pouvoir réducteur de I’extrait aqueux des racines de 1’espéce Glycyrrhiza glabra
L. dans les quatre régions.
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Figure 14:Pouvoir réducteur de I’extrait méthanolique de racine de 1’espece Glycyrrhiza
glabra L. dans les quatre régions.

Le pouvoir réducteur de 1’extrait d’acide ascorbique et Djelfa sont largement supérieur
puis les régions M’lili, Djamaa, Relizane respectivement, Le pouvoir réducteur des extraits

aqueux est minimal par apport les extraits méthanoliques.

Une augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir

réducteur des extraits testés (Hubert, 2006).
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A partir des résultats obtenu on remarque que le pouvoir réducteur des extraits de la

plante est un dose dépendante (concentration dépendante) c’est-a-dire que la capacité de

réduction de fer est proportionnelle a I’augmentation de la concentration des d’extraits.

Nous avons déterminé la concentration EC50 pour comparer 1’activité réductrice des

extraits, les résultats sont résumés dans le (tableau3).

Tableau 3:Valeur de la concentration EC50 des extrais de plante étudiée.

Echantillons ECso (mg/ml)
Les racines de Glycyrrhiza glabra L.

Djelfa Extrait aqueux 0,45+0.015
Extrait méthanolique 0,38+0.013

Djaméa Extrait aqueux 1,02+0.02
Extrait méthanolique 0,97+0.01

M’lili Extrait aqueux 0,74+0.02
Extrait méthanolique 0,54+0.03

Rélizane Extrait aqueux 1,58+0.033
Extrait méthanolique 1,40+0.05

Acide ascorbique Extrait aqueux 0,093+0.02

Les concentrations EC50 faible signalée dans I’acide ascorbique et dans 1’extrait

méthanolique de Djelfa avec (0.38mg/ml).Puis la région M’lili (0.54 mg/ml) et Djaméaa (0.97

mg/ml), Relizane (1.40mg/ml) respectivement, pour les extrait aqueux on a le méme ordre des

régions.
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Ces résultats nous ont permet de conclure que I’extrait méthanolique de racine
Glycyrrinza glabra L.de la région Djelfa présente une meilleure activité antioxydant par

apport les autres extraits.

Selon ’ANOVA a deux facteurs (annexe n°3), les résultats obtenus on a classé I’EC50

des racines des quatre régions selon les moyens en 4 groupes.

> les racines de réglisse dans la région Djelfa sont représentées par la moyenne le plus élevee
(0.402 mg/ml).

» Les racines de réglisse dans la région M’lili sont représentées par la moyenne le moins
élevée (0.603 mg/ml)

> Les racines de réglisse dans la région Djamaa sont représentées par une moyenne faible
(1.015 mg/ml)

» Les racines de réglisse dans la région Rélizane sont représentées la moyenne le plus faible
(1.453 mg/ml)

Selon ’ANOVA a deux facteurs (annexe n°3), les résultats montre que 1’effet d’extrait
sur I’EC50 est significatif (0.000< 0.05), I’extrait aqueux représente la moyenne le plus élevé

(0.933mg/ml) par apport I’extrait méthanolique (0.803mg/ml).

ECS50 de quatre régions
1.58
1.6 1 Kl
1.4 A
1.2 A
0y 1.05 97 queux
L] 1 -
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54 7 ;
Z 06 - 0.4 méthanolique
< 04 -
037 - 0.093
0 T T T T 1
M'lili Djelfa Djamaa Rélizane acide
. ascorbique
Les extraits

Figure 15:Concentrations effectrices (EC50) responsables du pouvoir réducteur deux extrait
aqueux et méthanolique de quatre régions et le standards acide ascorbique.

Le pouvoir réducteur des espéces Glycyrrihza glabra L. est probablement dues a la

présence de groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir
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comme donneur d’électron. Par conséquent, les antioxydants peuvent étre considérés comme

des réductants et inactivateurs des oxydants (Siddhuraju et Becker, 2007).

Quelques études antéricures ont également montré que le pouvoir réducteur d’un
composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité antioxydant potentielle
(Jeong et al., 2004).

La plupart des activités antioxydants non enzymatiques telles que le piégeage du

radical libre et I’inhibition de la peroxydation est mis en place par la réaction redox

(Zhu et al., 2002).

I’extraite aqueux avait une forte capacité antioxydant, I’extraite aqueux est plus polaire

que I’extrait méthanolique (Trabelsi et al., 2010).
4.3.2. Estimation du pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH

L’activité antioxydants des différents extraits de la plante vis-a-vis du radical DPPH a
été évaluée spectrophotomeétriquement en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne
par son passage de la couleur violette a la couleur jaune, mesurable & 517nm .Cette capacité
de réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des substances
anti radicalaires, Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, nous avons introduit le

parametre 1C50.

DPPH (violet) DPPH (jaune)

Figurel6:Structure chimique du radical DPPH" et de sa forme réduite. (Talbi et al., 2014).
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Figure 17:Pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction de la concentration des extraits de
différentes régions.
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Tableau 4:Valeur de la concentration 1C50 des extrais de plante étudiée.

Echantillons ICs0 (Mg/ml)

Les racines de Glycyrrhiza glabra L.

Djelfa Extrait aqueux 1.354+0.02
Extrait méthanolique 0.24+0.01
Djamaa Extrait aqueux 1.19+0.037
Extrait méthanolique 0.12+0.028
M’lili Extrait aqueux 0.51+0.02
Extrait méthanolique 0.41+0.066
Rélizane Extrait aqueux 2.28+0.02
Extrait méthanolique 0.58+0.01
Acide ascorbique Extrait aqueux 3.29+0.013
Extrait méthanolique 0.40+0.03
Quercétine Extrait aqueux 1.57+0.024
Extrait méthanolique 1.99+0.011

Les concentrations IC50 faible signalée dans I’extrait méthanolique de la région Djamaa
(0.12%).Puis la région Djelfa (0.24 %) et M’lili (0.41%), Rélizane (0.58%) respectivement,

pour les extrait aqueux on a le méme ordre des régions.

Selon ’ANOVA a deux facteurs (annexe n°4), les résultats obtenus on a classé I’'IC50

des racines des quatre régions selon les moyens en 4 groupes.

» les racines de réglisse dans la région M’lili sont représentées par 1a moyenne le plus élevée
(0.465%).

32




Chapiter 4 Résultat et discussion

» Les racines de réglisse dans la région Djamaa sont représentées par la moyenne le moins
élevée (0.603%)

» Les racines de réglisse dans la région Djelfa sont représentées par une moyenne faible
(0.820%).

» Les racines de réglisse dans la région Rélizane sont représentées la moyenne le plus faible
(1.452%)

Selon I’ANOVA a deux facteurs (annexe n°4), les résultats montre que 1’effet d’extrait
sur ’EC50 est significatif (0.000< 0.05), I’extrait aqueux représente la moyenne le plus

¢élevé (1.339%), par apport 1’extrait méthanolique (0.35%).
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Figurel8: La concentration efficace du substrat qui cause la réduction de 50% du DPPH en
solution des deux extraits aqueux et méthanolique de quatre régions et le standards acide
ascorbique et geurcétine.

La capacité antioxydant des différents extraits a €té déterminée a partir de 1’IC50, c’est
la concentration nécessaire pour réduire 50 % du radicale DPPH. Plus la valeur d’IC50 est

basse, plus l'activité antioxydants d'un composé est grande (Hobi et Eddouks, 2016).

I1 a ét¢ démontré que les molécules antioxydants telles que [’acide ascorbique,
tocophérol, flavonoides et les tanins réduisent et decolorent le DPPH en raison de leur

capacité a céder I’hydrogéne (Bougandoura et Bendimerad, 2012).

Pour le mécanisme de piégeage de radical, la réaction entre I’antioxydant et

DPPH dépend de la conformation structurale de [D’antioxydant. Certains composés
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réagissent rapidement avec DPPH, réduisant un nombre de molécules de DPPH égal

au nombre de groupements hydroxyles (Bondet et al., 1997).

Divers composés de la réglisse exercent une action anti-oxydante a 1’origine de
plusieurs activités (CAEL ,2009).

4.4. Analyse de corrélation

4.4.1. La corrélation entre le teneur en polyphénols et I’activité antioxydant totale des

racines

TPOLY

200

100

Graphique de la régression
TPOLY = 77,3614 + 416092 ATC

$=757921 R-camé=50,7% R-carré(ajust)=485%

Figure 19:Graphique de la régression entre la teneur en polyphénols et 1’activité antioxydant

totale.

La droite de corrélation entre les polyphénols et I’activité antioxydant totale est signifié

qu’il ya une relation positive entre elles, si les polyphénols augment, 1’activité antioxydant

totale va augmenter.
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4.4.2. La corrélation entre la teneur en polyphénols et la concentration effectrice
responsable du pouvoir réducteur de DPPH dans les racines

Graphique de la régression
TPOLY = 314,742 - 79,5585 IC50

$=020624 R-camé=273% R-camé(ajust)=23.9%

TPOLY

200 —

i —

Figure 20 : Graphique de la régression entre la teneur en polyphénols et la concentration
effectrice responsables du pouvoir réducteur du DPPH dans les racines.

La droite de corrélation entre les polyphénols et la concentration efficace du substrat qui
cause la réduction de 50% du DPPH en solution, est signifi¢ qu’il ya une relation négative

entre elles, si la teneur en polyphénols augmenté, la concentration efficace va diminue).

Certains travaux ont montré une bonne corrélation entre les IC50 et la teneur en

polyphénols et en flavonoides, a ’opposé d’autre études n’ont pas établie cette corrélation

(Athamena et al., 2010).

Les polyphénols avec un nombre élevé du groupements hydroxyles présentent 1’activité

antioxydante la plus élevée (Heim et al., 2002) .
4.5. Résultats d’évaluation de I’activité antibactérienne
4.5.1. Resultat Test antibactérien par diffusion sur un milieu gelose

Les résultats de I’activité antibactérienne des extraits methanolique et aqueux sont
estimés de la zone d’inhibition autour des disques contient I’extrait a tester vis-a-vis de quatre
souches (E.coli , S.aureus , P.aeruginosa , salmonella)de apreés 24 heurs incubation a une

température ambiante 37°c.
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Tableau 5:les diamétres des zones d’inhibition en mm selon 1a souche et ’extrait utilisé.

Diameétre da zone d’inhibition en mm

Les Souche
» _ T Djelfa | Rélizane | Djamaa MIili
Bactérienne Extrait
DMSO ™ sms0 SM50 SM50 SM50
mg/ml mg/ml mg/ml mg/mi
EAR 0 12 10 15 12
E.coli
EMR 0 13 15 18 15
EAR 0 11 15 17 13,5
S.aureus
EMR 0 13,5 19 18 15
EAR 0 10 6 13 11
P.aerigenusa EMR 0 12 8 17 14
EAR 0 7 10 10,5 8
EMR 0 10 12 14 10

Salmonella
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A partir de tableau(5), On observe que les solutions meres des extraits méthanolique
et aqueux de racine ont montré une activité antibactérienne vis-a-vis E.coli, S.aureus avec des
différents valeurs de diamétre d’inhibition dans les quatre régions. L’activité la plus fort a
été enregistrée dans 1’extrait méthanolique de Djamaa 18 mmpour E.coli et extrait

méthanolique racinaire de Rélizane 19mm pour la souche bactérie S.aureus.

Il ya une activité antibactérienne de la solution mere des extraits methanolique et
aqueux sur la souche bactérie (Pseudomona aeruginosa) pour les trois régions (Djelfa,
Djamaa , MIili) avec des différents valeurs de diamétre d’inhibition, mais pour la région
Relizane les souches bactérienne ont une faible activité avec des zones d’inhibitions égale

6mm pour extrait aqueux et 8mm pour I’extrait méthanolique

On remarque une activité antibactérienne de la solution mére des extraits méthanolique
et aqueux sur la souche bactérie (salmonella) pour les quartes régions, mais pour les régions
Djelfa, M’lili, les souches ont une faible activité avec des zones d’inhibitions égale

7mm,8mm pour extrait aqueux.

D’aprés Shapna Sultana et al. (2010) indique que 1’extraits racinaire de Glycyrrhiza
glabra L. a une activité antimicrobienne significative contre S. aureus (zone d'inhibition 22
mm), et E. coli, mais négative contre Pseudomona aeruginosa en raison de la présence de
glabrene, licoisoflavone B, isolicoflavonol et gancaonin 1.

L’extrait de Glycyrrhiza glabra possederaient des propriétés antibactériennes contre
les Gram (+) et (-) comme Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa et Salmonella
typhimurium en raison de la présence des polyphénols (Royer,2003).

Tous les extraits ont réagi positivement sur des souches microbiennes testées. On
remarque aussi que la plante Glycyrrhiza glabra L. est douée de propriétés antimicrobiennes
tres appréciés et cela justifie son utilisation dans le traitement traditionnelle comme un

remede antibactérien.

On observe qu’il y a une différenciation entre les diametres des zones d’inhibition qui
cela est peut étre di a la distinction entre les parties racinaires et aussi d0 a la distinction

entre extrait aqueux ou méthanolique de Glycyrrhiza glabra L.et les régions.

37



Chapiter 4

Résultat et discussion

4.5.2. Détermination CMI et de CMB et le rapport CMB/CMI

Tableau 6:Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB) des
extraits aqueux et méthanolique de Glycyrrhiza glabra L.

Souche Extrait Djelfa Rélizane Djamaa M’lili
Bactérienne
CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
CMB /CMI CMB /CMI CMB /CMI CMB /CMI
mg/ml | mg/ml mg/ml | mg/ml mg/ml | mg/ml mg/ml | mg/ml
EAR 25 100 4 12,5 | 100 16,25 6,25 | 25 4 6,25 25 4
E.coli
EMR | 125 50 4 25 50 2 3,12 | 12,5 4 6,25 | 12,5 2
EAR | 125 50 4 12,5 50 4 12,5 50 1 25 50 2
S.aureus
EMR | 125 50 4 6,25 25 4 12,5 25 2 12,5 50 4
EAR | 125 50 4 50 / / 3,12 | 25 8 12,5 50 4
P.aerigenusa
EMR | 6,25 | 12,5 2 6,25 50 8 3,12 | 125 1 6,25 50 8
EAR 50 / / 50 / / 25 100 4 25 100 4
salmonella
EMR | 25 50 2 12,5 / / 12,5 50 4 12,5 50 4
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A partir de tableau (6) , les deux extraits ( méthanolique et aqueux ) de racine ont une
activité bactéricide sur la bactérie E.coli dans touts les régions sauf I’extraits aqueux

racinaire des régions Rélizane ayant une activité bactériostatique pour la méme bactérie .

On constate les deux extraits méthanolique et aqueux ont une activité bactéricide pour

la souche bactérie S.aureus dans tous les régions (Djelfa et Rélizane , Djaméaa , M’lili) .

On enregistrés une activité bactéricide dans I’extraits aqueux méthanolique de régions
Djelfa et I’extraits méthanolique de région et I’ Djamaa extraits aqueux M’lili sur la souche
bactérie Pseudomona aeruginosa . Il y a une activité bactériostatique pour I’extraits

méthanolique de région (Rélizan,M’lili) et extraits aqueux Djamaa.

D’apres ce tableau 6, il n’a pas un effet bactérocide et bactériostatique dans 1’extrait

aqueux racinaire de région Rélizane.

D’aprés Okou et al. (2018) le rapport CMB/CMI < 4, la substance testée est bactéricide.
Si le rapport CMB/CMI >4, la substance testée est bactériostatique

On constate aussi que les deux extraits (méthanolique et aqueux) ont une activité
bactéricide sur la bactérie salmonella de les régions (M’lili et Djamaa) et I’extraits
méthanolique de la région Djelfa. Pour les deux extraits (méthanolique et aqueux) de région

Rélizane et extraits aqueux de région Djelfa il n’a pas un effet bactéricides et bactériostatique

Une étude menée par yekhlef (2010) on montre que le degré de sensibilité des bactéries

testées vis-a-vis d’un méme extrait végétal est supposé varie selon le Gram.

D’autre résultats sont confirmés par de nombreuses expériences Cosentino et Tuberoso
(1999) ayant montre que les bactéries a Gram— sont plus résistant aux extraits végétaux
que les bactéries a Gram+.Ces affirmations n’ont cependant pas été confirmées par

d’autres travaux, la susceptibilité des bactéries est en effet indépendante du Gram(Dorman

et Deans , 2000).
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Conclusion

L’humain a é€té intéressé sur les plantes qui sont tres importants qui est recoupé
plusieurs catégories des plantes médicinales, parmi ces plantes medicinales le Réglisse
(Glycyrrhiza glabra L.). Aujourd’hui on utilise la réglisse principalement pour ses propriétés,
antitussives, antiulcéreuses, anti-inflammatoires et antibactériennes dans le traitement de
maladies bénignes comme les maux de gorge, la toux, les brilures d’estomac et les aphtes.
La plante est également utilisée comme édulcorant naturel notamment dans certains

médicaments et certaines confiseries ou boissons rafraichissantes.

Dans ce travail nous avons étudié 1’effet de 1’activité antioxydant et anti-bactérie de
I’extrait aqueux et méthanolique des racines de Glycyrrhiza glabra L. de quatre régions

(M’lili, Djamaa , Djelfa, Relizane).

Les résultats obtenus montrent la richesse de I’extrait de Rélizane en poly phénol, et

I’extrait de M’lili posséde une meilleure teneur en flavonoide.

Les méthodes de D’activité antioxydant montrent que tous les extraits des plantes
étudiées présentent des propriétés antioxydants a différents niveaux. L’extrait de Djelfa
prendre une meilleur capacité antioxydant totale par apport les autres régions, et 1’extrait
Djamaa posséde un fort piégeur des radicaux DPPH, et pour le test de FRAP Djelfa possede

une meilleure capacité réductrice.

Les potentialités antibactériennes de différents extraits sont évaluées par la méthode de
diffusion en milieu gélosé sur staphyllococus aureus, Escherichia coli, Salmonilla Spp et

Pseudomonas aeruginosa.

Le test de I’activité antimicrobienne des deux extraits a montré que tous les extraits
testés ont des activités positives vis-a-vis touts les souches bactériennes chez les quatre
régions étudiés.

Les résultats de CMI et CMB confirment 1’effet inhibiteur et bactéricide des différentes

extraits sur la croissance les bactéries quelques soit Gram positif ou négatif avec une

différenciation en action bactéricide ou bactériostatique.

En fin, ’ensemble de ces résultats obtenus in-vitro ne constitue qu’une petite partie de
la recherche des substances et sources naturelles biologiquement actives, nous envisageons
comme perspective d’utiliser des méthodes modernes pour I’extraction des principes

actifs, et de valoriser leur présence par des techniques précises comme I"HPLC.
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(Annexe n° 1)

ANOVA a deux facteurs contrélés : TPOLY en fonction de Région; Extrait

Analyse de variance pour TPOLY

Source DL SC CM F P
Région 3 18382 6127 25,18 0,000
Extrait 1 232460 232460 955, 32 0,000
Interaction 3 1575 525 2,16 0,133
Erreur 16 3893 243

Total 23 256311

IC individuel a 95%

Région Moyenne = —--——----— e ————— e — b mm—— P
Djamaa 220,0 (m———F——=m)
Djelfa 254,7 [ — L
M1ili 225,0 (m———*———q)
Rélizane 289,3 (————- *ommm)
———————— Fomm - fomm - Fomm - +-—=
225,0 250,0 275,0 300,0

Extrait Moyenne  -—---—---- Fo—m————= Fo—m————= Fmm +-——-
aqu 148,8 (=%*)
Meth 345,7 (=*)
————— o o o +-——-
180,0 240,0 300,0 360,0

(Annexe n° 2)
ANOVA a deux facteurs contrélés : TF en fonction de Région; Extrait

Analyse de variance pour TF

Source DL SC CM F P
Région 3 32850 10950 43,08 0,000
Extrait 1 10417 10417 40,98 0,000
Interaction 3 18317 6106 24,02 0,000
Erreur 16 4067 254

Total 23 65650

IC individuel a 95%

Région Moyenne = ——---—-— o o JF b
Djamaa 330,0 (—=—=—=*———=)
Djelfa 376,77 (————* )
M1ili 416,77 (m———%——m)
Rélizane 326,7 (=—==*——=)
—————— e
330,0 360,0 390,0 420,0

Extrait Moyenne - —--—-—----— Fem Fom fom T
aqu 383,3 [C—— X ____ )
Meth 341,7 [C— S )

———— R e it e it +--
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(Annexe n°3)

ANOVA a deux facteurs contrélés : EC50 en fonction de Région; Extrait

Analyse de variance pour EC50

Source DL SC CM F P
Région 3 3,91043 1,30348 1184,098 0,000
Extrait 1 0,10140 0,10140 92,18 0,000
Interaction 3 0,02290 0,00763 6,94 0,003
Erreur 16 0,01760 0,00110

Total 23 4,05233

IC individuel a 95%

Région Moyenne = —--——----— Fom— Fom— o +-—=
Djamaa 1,015 (*)
Djelfa 0,402 (*)
M1ili 0,603 (*)
Rélizane 1,453 (*)
——————— e e it e +——=
0,600 0,900 1,200 1,500

Extrait Moyenne ——— Fo——————— Fomm—————— Fm—————
aqu 0,9333 (—==*---)
Meth 0,8033 (-—=*-—-)

—— fom fomm e

0,8000 0,8500 0,9000 0,9500

(Annexe n° 4)

ANOVA a deux facteurs contrélés : IC50 en fonction de Région; Extrait

Analyse de variance pour IC50

Source DL SC CM F P
Région 3 3,29097 1,09699 1159,81 0,000
Extrait 1 5,78202 5,78202 6113,15 0,000
Interaction 3 1,94742 0,64914 686,31 0,000
Erreur 16 0,01513 0,00095

Total 23 11,03553

IC individuel a 95%

Région Moyenne R t-———————— o -

Djamaa 0,657 (*)

Djelfa 0,820 (*)

M1ili 0,465 (*)

Rélizane 1,452 (*)
———te— t———————— fom Fom————
0,500 0,750 1,000 1,250

IC individuel a 95%

Extrait Moyenne  ------- t-——- t-——- Fomm - -
aqu 1,3392 (*
Meth 0,3575 *)

——————= Fmm Fmm Fmm +-——

0,5000 0,7500 1,0000 1,250
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Résumés

Glycyrrhiza glabra L. (légumineuses) est largement utilisé dans les médicaments traditionnels. Notre
travail porte sur 1’étude de dosage de quelque composants phénolique (polyphénol, flavonoide), en suite
I’activité biologique (antioxydant et anti-bactérie ) de 1’extrait aqueux et méthanolique des racines et de
la plane Glycyrrhiza glabra L. de quatre régions (Djamaa, M’lili, Djelfa et Rélizane). Aprés cette
étude, nous avons constaté que le test de FRAP est meilleure capacité réductrice dans la région de Djelfa, et
pour le test de DPPH un fort piégeur dans la région de Djamaa. Le test de I’activité antimicrobienne des deux
extraits a montré que tous les extraits testés ont des activités positives vis-a-vis touts les souches bactériennes :
staphyllococus aureus, Escherichia coli, Salmonilla Spp et Pseudomonas aeruginosa chez les quater régions
étudiés.

Mots clés : Glycyrrhiza glabra L., Extrait aqueux et méthanolique, Activité antioxydant et antibactérien.

Abstract

Glycyrrhiza glabra L. (legumes) is widely used in traditional medicines.Our work relates to the study of
dosage of some phenolic components (polyphenol, flavonoid), Following the biological activity (antioxidant and
anti-bacteria) of the extract aqueous and methanolic roots and the plane Glycyrrhiza glabra L. from four regions
(Djamaa, M'lili, Djelfa and Rélizane). After this study, we found that the FRAP test is better reducing capacity
in the Djelfa region, and for the DPPH test a strong scavenger in the Djamaa region. The antimicrobial activity
test of the two extracts showed that all the extracts tested have positive activities against all bacterial strains:
staphyllococus aureus, Escherichia coli, Salmonilla Spp and Pseudomonas aeruginosa in the four regions
studied.

Key words: Glycyrrhiza glabra L., Aqueous and methanolic extract, Antioxidant and anti bacteria activity.




