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Résumeé:

Cette expérimentation contribue a I’étude in vitro des effets antimicrobiens des extraits
phénoliques et a base d’huiles essentielles de Salvadora persica « Miswak » récoltée a Ain Salah au
Sud de I’Algérie sur la croissance de quelques souches de germes de références impliquées dans
certaines maladies buccodentaires (candidose, parodontite, gingivite et caries dentaires) dont Candida
albicans, Lactobacillus casei,  Sreptococcus mitis, Sreptococcus mutans, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus feacalis et Saphylococcus aureus. Les extraits phénoliques a I’éthanol
aqueux ont été obtenus d’une part par évaporation sous vide des solutions hydroalcoliques aprés
extraction sur des quantités variables (0; 2.5; 5.0 ; 7.5; 10; 12.5; 15 et 17.50) de broyat de racine, tige
et écorce de I’espéce végétale étudiée. D’autre part, différentes extractions a I’éthanol et par hydro-
digtillation ont éé effectuées sur des prises de 10 g de broyat de tige. Les extraits agueux purs
récupérés apres évaporation des solvants sont ensuite dilués chacun a I’eau distillée stérile a raison de
0, 20, 40, 60, 80 et 100%, respectivement. Quant aux huiles essentielles de la tige de Miswak
récupérées par hydro-distillation, les dilutions ont été réalisées dans une solution émulsifiante; le
TWINE 80. Des essais de fabrication d’un bain de bouche a partir d’extraits aqueux de Salvadora
persica « Miswak » ont été enfin réalisés et testés comme moyen thérapeutique durant une période de
traitement de 30 jours chez 40 patientes présentant une carie dentaire. Les mesures et contréles ont
concerné particuliérement la composition chimique en principaux composes phénoliques de Salvadora
persica, le test de croissance des microorganismes, les diameétres d’inhibitions, les taux d’inhibitions,
la concentration minimale inhibitrice «<CMI», la concentration minimale bactéricide «CMB» des
especes bactériennes et la concentration minimale fongicide «<CMF» de I’espece Candida albicans.

Les teneurs en produits phénoliques trouvées dans la tige sont 02 fois plus élevées que 1’écorce
et la racine de Salvadora persica. Certains acides chlorogéniques, le catéchine et I’épicatéchine
comptent parmi les principaux composés phénoliques contenus dans la racine et la tige; aors que
I’écorce semble plut6t étre riche en caféine, trigonelline et théobromine (Alcaloides).

Les extraits phénoliques du Miswak  présentent une forte activité antifongique de type
fongicide chez Candida albicans impliquée dans la candidose buccale. La croissance de
Streptococcus mutans considéré comme étant le germe le plus cariogene chez I’lhomme n’a pas été
affecté par les différentes solutions phénoliques d’extractions. En revanche, les autres germes
appartenant au genre Streptocoques a savoir Sreptococcus mitis, ains que Streptococcus feacalis, et
ceux du genre Staphylococcus dont Staphylococcus aureus et Staphylococcus épidermidis ainsi que
les Lactobacilus casel ont été totalement inhibés avec les extraits préparés notamment a partir de
7.59/100ml de matiére végéta e soit de racine, tige et/ou d’écorce et renfermant des concentrations en
polyphénols variables de 21.64 a24.17 mg d’acide gallique/100ml, respectivement.

Les huiles essentielles de la tige de Salvadora persica concentrée a 80% ont montré des effets
antimicrobiens de type fongicide vis-a-vis de Candida albicans et de type bactéricide vis-a-vis des
autres germes étudiés.

Les bains de bouche a base d’extraits & I’eau préparés en particulier & des taux de 15 et 17.5 %
de broyat de tige de Salvadora persica semblent constituer un moyen thérapeutique efficace pour
lutter contre la carie dentaire et assurer une bonne hygiene buccale. Apres une thérapie seulement de
30 jours avec les solutions de rincage expérimentales des baisses de I’ordre de 98 % en nombre de
germes totaux sur les surfaces des dents cariées (P<0.05) ont été constatées chez les patientes traitées
par comparaison aux sujets placebos ayant subit un traitement a I’eau sans extrait de Miswak. Les
germes Staphylococcus aureus et Streptocoques fécaux impliqués souvent dans certaines autres
infections buccales (gingivite et parodontite) ont été totalement éiminés chez les patientes suite a
I’usage de ces solutions de ringage; néanmoains, les Lactobacillus semblent étre tres résistants.

Mots clés: Salvadora persica; extraits phénoliques; huiles essentielles; Candida albicans;
germes; infections ; buccodentaires.



Abstract:

This study contributes to evaluate in vitro antimicrobia effects of phenolic and essentid ail
extracts of Salvadora persica "Miswak" harvested at Ain Salah in southern Algeria on the growth of
some strains of reference germs responsible for certain ora diseases (candidiasis, periodontitis,
gingivitis and dental caries) including Candida albicans, Lactobacillus casei, Streptococcus mitis,
Sreptococcus mutans, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus feacalis and Staphylococcus
aureus. The phenalic extracts with agueous ethanol were obtained by evaporation under vacuum of
the hydroacolic solutions after extraction on variable quantities (0; 2.5; 5.0; 7.5; 10; 12.5; 15 et
17.5g) of crushed of root, stem and bark of the studied plant. In addition, different extractions with
aqueous ethanol and by hydro-distillation were carried out on samples of 10 g of crushed stem. The
pure agueous extracts recovered after evaporation of the solvents were then each diluted with sterile
digtilled water at 0, 20, 40, 60, 80 and 100%, respectively. As for the essential oils of the Miswak
stem recovered by hydro-distillation, the dilutions were realized in an emulsifying solution (TWINE
80). Mouth rinsing trials with agueous extracts of Salvadora persica "Miswak" were finally tested as
a therapy for a 30-day treatment period in 40 patients with dental caries disease. The phenolic
compounds were analyzed by the HPLC method. The antimicrobia effects of these extracts were
tested on many reference germs. The antimicrobial activity was tested by monitoring the growth of
the germs in specific media while using disk diffusion assays. The Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Fungicidal Concentration (MFC) of the plant extracts were
determined according to the micro broth dilution technique.

The levels of the phenolic compounds found in stem are twice as high than bark and root of
Salvadora persica. The qualitative analysis revealed that chlorogenic acid, catechin and epicatechin
emerged as major phenolic compounds from root and stem of Miswak, while bark extracts were
rather rich in caffeine, trigonelline and theobromine (Alkal oids).

The phenolic extracts of Miswak showed a high antifungal activity of fungicidal type in
Candida albicans implicated in oral candidiasis. The growth of Sreptococcus mutans considered as
most cariogenic germ in humans was not affected by phenolic extraction solutions. However, other
bacteria belonging to Streptococcus genus such as Sreptococcus mitis and Streptococcus faecalis and
those belonging to Staphylococcus genus including Staphylococcus aureus and Staphylococcus
epidermidis and the Lactobacillus casei were completely inhibited with the extracts prepared at 7.5 g
of vegetal matter and containing varying polyphenol concentrations from 21.64 to 24.17 mg gallic
acid / 100ml, respectively.

The essential oils of the stem of Salvadora persica concentrated at 80% showed fungicidal type
of antimicrobia effects vis-avis Candida albicans and bactericidal type vis-a-vis other germs
studied.

The mouthwashes with the water extracts of Salvadora persica prepared especially at 15 and
17.5% rates of the crushed stem appears to provide good oral hygiene in people with tooth decay.
After only 30 days of therapy with experimental rinsing solutions, a reduction estimated at 98% in
total germs on surfaces of carious tooths (P <0.05) were observed in treated patients compared with
placebo subjects treated with water without extract of Miswak. The Staphyl ococcus aureus and fecal
Streptococci germs involved in some other ora infections (gingivitis and periodontitis) were
completely eliminated by the rinsing solutions in all patients; nevertheless, Lactobacillus germs were
very resistant.

Key words: Salvadora persica; phenolic extracts; essential oils; Candida albicans; germs; infections;
Oral.
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INTRODUCTION

Aujourd’hui, l'usage du fluor, la consommation d’aliments non cariogenes et
I’utilisation de produits hygiéniques dont la composition est tres diversifiée (alcool,
détergents, acides organiques, teintures...etc.) ont contribué efficacement au bon maintient de
la santé buccale et nombreuses sont les personnes qui n’ont pas de caries dentaires notamment
en occident ou leur incidences sont faibles (Dutta and Shaikh, 2012; Riggs et al., 2012;
Moynihan and Peter sen, 2014).

Pourtant, il n’en est pas de méme dans les pays en voie de développement ou les soins
restaurateurs sont rares en raison du faible niveau de vie de la population et de I’absence de
structures des soins (Kanoute et al. 2012; Hescot et al., 2013). De ce fait, la population est
touchée par plusieurs maladies buccodentaires (gingivite, parodontite, candidose, carie...etc.)

et I’extraction des dents cariées reste bien le seul moyen le plus accessible.

A cOté de ces traitements conventionnels, depuis longtemps, certaines populations
d’Asie, d’Afrique, d’Amérique et d’Europe considerent les batonnets de Miswak préparés a
partir des racines et tiges particuliérement de Salvadora persica ou d’autres plantes (Citrus
mantafolia, Citrus sinensis, Azadirtachta indica...etc.) ayant les mémes vertus comme étant
une source naturelle capable de prévenir I’installation de la carie dentaire et les
inflammations de la gencive (Rasouli et al., 2014; El-Desoukey, 2015; Abhary and Al-
Hazmi, 2016). Ces plantes sont non seulement utilisés comme moyen pour le nettoyage des
dents et de la bouche; mais aussi pour traiter quelques maladies chroniques telles : la
splénomégalie, le rhumatisme, les tumeurs, la gonorrhée, les calcules rénaux, la gastrite, le
diabéte ...etc. (Darmani et al., 2006; Savithramma et al., 2007; Korejo et al., 2010 ; Saleh
and Jalaluddin, 2013; Haque and Alsareii, 2015).

L'organisation mondiale de la santé (OM S, 1984) recommande d’ailleurs et encourage
vivement I’utilisation des batonnets particulierement de Salvadora persica (Miswak) comme

moyen tres efficace pouvant assurer I'hygiene buccale.

Une nouvelle approche de traitement pour la santé bucco dentaire alliant I’'usage des
béatonnets de végétaux et prévention peut étre ainsi envisagée et mise en place surtout dans les
pays pauvres. D’autant plus que certaines espéces végetales telles le Miswak semblent
s’adapter a toutes les conditions édaphiques méme les plus sévéres. Ainsi, le Miswak peut
constituer une médication a moindre codt par rapport aux moyens financiers des populations
(Kumar et al., 2012).



Les connaissances sur les principaux composés de Salvadora persica intervenant dans
I’inhibition des microorganismes responsables de maladies buccale (candidose, gingivite,
parodontite, caries dentaires...etc.) chez I’homme restent jusqu'a présent tres limitées.
Toutefois, de nombreux travaux menées depuis quelques années par (AL-Ghonaiem et al.,
2009; Mariod et al., 2009; Sofrata et al., 2011; Halawany, 2012; Zafar and Ahmed,
2015; Muhindi et al., 2016) ont bien confirmé qu’elle renferme plusieurs substances
biologiques actives comme le N-benzyl-2phenylacetamide, le Benzyl isothiocyanate, le
chlorure, le souffre, le sulfate, le nitrate, le NaCl, le KCI, les substances organiques sulfurés
(salvadourea et salvadorine) , le triméhylamine (un alcaloide) et de nombreux composés
phénoliques comme (les tanins et les flavonoides) exercant une activité antimicrobienne
certaine contre de nombreux germes a I’origine de multiples infections buccodentaires chez
I’homme dont: Streptococcus mutans, Sreptococcus sanguis, Streptococcus salivarus,
Streptococcus faecalis, Sreptococcus mitis, Streptococcus pyogenis, Lactobacillus case,
Lactobacillus  acidophilus  Saphelococcus  epidermidis, Saphylococcus  aureus,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Haemophilus influenza
et Candida albicans (El-Desoukey, 2015; Saeed Zayed Al-Ayed et al., 2015; Kawakib,
2016; Kumar et al., 2016; Muhindi et al., 2016).

Cette étude vise d’abord a identifier I’essentiel des composés bioactifs composant
I’espece végétale Salvadora persica retrouvée en abondance dans la région d’Arak a Ain
Salah au sud de I’Algérie et d’étudier ensuite leur efficacité au maintien de I’hygiene buccale
a travers I’étude in vitro de leurs effets antimicrobiens vis-a-vis de certains germes impliqués

dans les divers mal adies buccodentaires.

Le manuscrit est scindé en trois parties essentielles. La premiére partie comporte une
étude bibliographique retracant dans un premier chapitre la grande richesse de I’espece
végétale Salvadora persica en principaux composés bioactifs pouvant, de par leurs effets
antimicrobiens, constituer un moyen efficace pour lutter contre les infections buccales. Le
second chapitre est consacré a I’éthologie microbienne de quelques pathologies
buccodentaires pouvant toucher I’Homme : carie dentaire, gingivite, parodontite et candidose.
Le troisieme chapitre rapporte la composition chimique des principaux composés bioactifs
retrouvés fréquemment chez les plantes médicinaes et leurs mécanismes d’actions

antimicrobiens.

La deuxiéme partie est consacrée a la méthodologie appliquée. Elle a été orientée tout

d’abord en vue de faire une caractérisation physicochimique du sol de la zone d’étude, ainsi

2



gu’une évaluation de la composition chimique de I’espece végétale expérimentale (Salvadora
persica). Plusieurs techniques ont été utilisées pour ce suivi des effets antimicrobiens des
extraits riches en composes bioactifs (composes phénoliques et huiles essentielles) sur
guelques germes de références responsables des infections buccodentaires. Enfin, un test
pratique comportant des bains de bouche a base d’extraits aqueux de la plante médicinale
étudiée (Salvadora persica) ont été confectionnés et testés comme moyen thérapeutique

naturel chez 40 patientes présentant une carie dentaire.

La derniere partie comporte I’interprétation et la discussion des résultats obtenus, ainsi

gue les perspectives de recherche a approfondir dans le cadre du présent projet.
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1-Historique.

Depuis I’antiquité, de part le monde, plusieurs mesures assurant I’hygiene buccale ont
été pratiquées par de nombreuses populations (Al-Bayaty et al., 2010). Il y’a environ 7000
ans, les vertus de nettoyer les dents par les béatonnets de tige ou de racine de diverses especes
végétales dont |le Salvadora persica était connu par les Grecs, les Romains, les Egyptiens
ains que les Musulmans. De nos jours, leurs usages sont retrouvés notamment dans larégion
de la Méditerranée Orientale, en Afrique, en Asie et en Ameérique du sud (Carl et Zambon,

1993 ; Halawany, 2012 ; Basil, 2014).

L ' OMS recommande I’utilisation des batonnets de tige et/ou de racine de Salvadora
persica (Arak) comme moyen assurant une bonne hygiéne dentaire. De plus, en I’an 2000
un rapport international a conclu que davantage de recherches dans divers domaines
d’applications thérapeutiques doivent étre entreprises sur cette espéce végétale. (Consensus

Statement on Oral Hygiene, 2000)
2-Physiologie, origine et classification.

La meilleure source de batonnet servant au nettoyage des dents est la racine et/ou les
jeunes rameaux de Salvadora persica (I’Arak) connu sous différents autres noms
scientifiques : Galenia asiatica et Salvadora indica (Abdelrahim et Jurner, 1983 ; Batwa

et al., 2006 ; Hilal et Rajagopal, 2014).

Cette plante, désertique appartenant a la famille de Salvadoraceae, se présente sous
forme d’un arbre ou arbuste de petite taille a feuilles persistantes avec des branches blanches
et des racines aromatiques (Sofrata et al., 2008 ; Noumi et al., 2010; Hilal et Rajagopal,
2014). Les rameaux flexibles partent directement des racines et les vieux bois produisent des

feuillestrés coriaces (Figure 1).
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Figure 1. Aspect botanique de
I’espéce  Salvadora  persica
retrouvée dans la région de
Hoggar (Algérie).

Les fruits sont petits, ronds et soutiennent 1 graine chacun. Les graines sont de
couleurs pouvant tourner du blanc, au rose, au rouge pourpre et sont semi-transparents a la
maturité. (FAO, 1990 ; Hilal et Rajagopal, 2014) (Figure 2).

(a) Fruit

R (b) Graines

Figure 2. Fruits (a) et graines (b) de Salvadora persica

Cette espéece végétale est bien adaptée atous lestypes de sols: argileux, acalins, trés
salins, et les sols sans sel. (R&D, 2002 ; Gururaja et al., 2003). Habituellement elle préfére
les sols argileux ; mais elle peut croitre aisément sur les sols noirs et sableux. De plus, elle
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s’avere résister aux conditions climatiques tres arides et tolére les fortes concentrations en sel
du milieu (FAO, 1988).

Par ailleurs, chez de nombreuses sociétés |es batonnets a dent de Salvadora persica sont

connus sous différentes appellations : Miswak, Miswaak, Miswaki, siwak, siwoki. (Elvin et
Lewis, 1980 ; Hattab, 1997) (Tableau 01).

Tableau 01. Différentes appellations des batonnets a dent.

Régions Nom Familier Genre et espece Auteurs
_ Tidjat, Adjou, Abisga, .
Algérie Salvadora persica (Batanouny et Ezzat, 1971)
Babul.
Royaume uni Toothbrush tree _
Salvadora persica (Batanouny et Ezzat, 1971)
Allemagne Senfkom
. _ Citrus urantafolia
Afrique Lime tree, Oange tree _ . ' _ _
. Citrus sinensis (Elvin Lewis, 1980)
Occidentale et Senna. _
Cassia deberlanba
Inde Neem tree Azadirachta indica (Almas et Al .lafi, 1995)
Ethiopie Mefaka _ (Olsson, 1978)
Namibie Muthala Diospyros lycioides
TS (Addo-Yobo et al., 1991)
Rhus natalensis
Kenya -
- Euclea divinorum
Asie Nut tree Juglandaceaeregia | (Jagtap et Karkera,2000)

Arabie Saoudite,

Franceet Turkie

Arac, Arak, Meswak,
Siwak, Miswak

Salvadora persica

(Batanouny et Ezzat, 1971)

En outre, I’arbre d’Arak couvre différentes régions du monde en particulier: le Moyen-
Orient et I'Afrique (Elvin-Lewis, 1980 ; Eid et al., 1990 ; Hilal et Rajagopal, 2014). Mais,
il est surtout retrouvé d’une facon abondante dans les zones de la péninsule d’Arabie, en
Egypte, et en Inde ( Nadkar ni, 1976).
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En Algérie le Miswak est dominant notamment au Sahara central et couvre plus

particulierement les deux régions de Hoggar et de Tassili (Quesel et Santa, 1962).

3-Composition chimique.

D’une maniére générale, les connaissances profondes sur les principaux COmMpOses

biologiques du Miswak de Salvadora persica restent jusgu'a présent tres limitées.

Les analyses chimiques des racines révélent leurs grande richesse en B-sitosterol, en
acide m- anisique (Ray et al., 1975), en chlorures (Ezmirly et al., 1979) et en
Benzylisothiocyanate (Al-Bagieh et Weinberg, 1988; Al-Bagieh, 1992; Basil, 2014).

Parcontre, les rameaux de la tige renferment plusieurs composeés benzylamides dont :
butanedi amideN 1N4-bis(phenylmethyl)-2(S)-hydroxy butanediamide, N-benzyl-2-
phenylacetamide, Nbenzylbenzamide et le benzylurea (Khalil, 2006). De plus, ils
contiennent de nombreux glucosides a savoir: sodium [-Obenzyl-fi-D-glucopyranoside-2-
sulphate (salvadoside), 5,5’ dimethoxylariciresinol4-4’bis-0-/I-D-glucopyranoside
(salvadoraside), syringin, liriodendrin et sitosterol 3-0-lucopyranoside (Kamel et al., 1992).
Parmi, les nombreux autres composés organiques identifiés on site souvent : les dérivés de
pyrrolidine, de pyrole, ainsi que de pipéridine (Galletti et al., 1993) et les flavonoides dont
(Kaempferol, quercetine, rutine quercitine et glucose quercitine) (Abdel-Wahab et al.,
1990). Aussi, il est retrouvé dans lestiges de Salvadora persica des chlorures et des teneurs
élevées de gypse. (Porteres, 1974; Ray et al., 1975; Massassati et al., 1981 ; Abdel-Wahab
et al., 1990 ; Basil, 2014).

Par ailleurs, Dorner (1981) rapporte I’existence dans la plante de Nacl, de Kcl, de
composes organiques soufrés dont (Salvadourea et salvadorine) et un alcaloide a savoir (le
triméhylamine). De plus, il est enregistré chez cette espece des quantités substantielles en
silice (Almas et Al.lafi., 1995; ); adors que le fluorure est trés peu représenté (Hattab,
1997).

Une étude menée par (Darout et al., 2003) a montré, aussi, que les extraits de
Salvadora persica renferment de nombreux composés anioniques potentiels ayant une
activité  antibactérienne certaine et comprenant particulierement : Les chlorures, Les
sulfates, les sulfocyanate et les nitrates (Al Sadhan et Almas, 1999).

D’autres composes sont aussi retrouvés chez cette espece végétale tels lavitamine C,
des traces de tannins, des saponines et du stérol (Darout et al., 2000, Akhtar et al., 2011).
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D’autre part, la littérature ne rapporte que trés peu d’études sur les feuilles de

Salvadora persica qui renferment, particulierement, de fortes teneurs en protéines, fibres et

éléments minéraux (Tableau 02).

Tableau 02. Composition chimique des feuilles de Salvadora persica (%).

Matiére | Protéines
Pays Siche Brutes Fibres | Lipides | Cendres | Silice | Phosphore | Ca | Mg K Références
27.22 16.30 14.80 03.60 30.20 00.50 00.12 06.00 | 04.70 | 02.10 | (Audru, 1966)
Sen @al 24.70 10.90 14.80 36.50 00.95 00.08 07.60 | 04.50 | 01.00 | (Audru, 1966)
Soudan | 29.40 13.80 7.90 01.50 23.10 (Curasson,1953)
. 39.20 10.30 9.60 02.60 35.80 02.40 00.08 07.20 | 09.40 | 01.70 | (Touzeau, 1970)
Niger 16.10 1410 | 0230 20.30 (Bartha, 1970)

(D’apres Le Houérou, 1980)

4-Effets des extraits de Salvadora pesrsica sur les germes buccaux et cariogenes

Ezmirly et al., (1979) ont é&é les premiers a suggérer la présence des composées
bioactifs dans le Miswak de Salvadora persica sans pour autant pouvoir le démonter.
Toutefois, il est admis depuis longtemps gue la quantité substantielle de silice contenue dans
les cendres de Salvadora persica contribue a I'enlevement de la plague dentaire par I'action
mécanique du Miswak (Almas et Al.lafi, 1995 ; Al-Sohaibani et Murugan, 2012).

Les principes actifs du Miswak ayant servi dans les tests biologiques et antimicrobiens
sont le plus fréguemment extraits soit a l'eau ou a I'é&hanal. Il a été prouvé que les extraits
alcooliques sont efficacement plus antimicrobiens que les extraits a |'eau (Al-Bagieh et
Almaset al., 1997 ; Al-Sabawi et al., 2007 ; Masood et al., 2010).

Ces extraits présentent un effet inhibiteur sur la croissance de nombreux germes buccaux
comme: Streptococcus mutans, Streptococcus faecalis, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Treponema denticola, Fusobacterium nucleatum, Eikenella
corrodens et Campylobacter rectus (Sote et Wilson, 1995; Almas, 1999 ; Almas et Al-
Bagieh, 1999; Al-Otaibi et al., 2004 ; Khaless et al., 2004 ; Balto et al., 2013). Quelques
études in vitro sur la flore buccale ont prouvé qu’il peuvent empécher la croissance de divers
bactéries aérobies et anaérobies ainsi que de Candida albicans (Al-Bagieh et al., 1994 ;
Al.lafi et Ababneh, 1995 ; Balto et al., 2013 ; Alili et al., 2014). L'inhibition in vitro detels
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extraits sur la formation de la plaque dentaire, sur la croissance et la production d’acides par
diverses bactéries cariogenes a été également signalée par plusieurs autres auteurs (Lewis,
1980; Sadhan et Almas, 1999 ; Balto et al., 2014).

Il a éé démontré gque le N-benzyl-2 phenylacetamide extrait de la tige manifeste un effet
inhibiteur tres efficace sur I’agrégation du collagéne impliqué dans la genése de la plague
dentaire et exerce une activité antibactérienne modérée contre Escherichia coli (Khalil,
2006).

D’aprés de nombreux auteurs le Benzylisothiocyanate isolé de la racine présente des
activités antivirales et antimycosiques (Al-Bagieh, 1992 ; Balto et al., 2017) et peut méme
contréler la formation de la carie dentaire en empéchant la croissance et la production des
acidesde Streptococcus mutans (Al-Bagieh et Weinberg, 1988 ; Al-Bagieh et al., 1994).

Cet effet inhibiteur des extraits de Miswak sur la croissance de Streptocoque mutans a
été confirmé par de nombreux auteurs (Al-Lafi et Ababneh, 1995; Almaset al., 1997 ;
Balto et al., 2017 ). De plus, une étude menée par Darout et al., (2002) au Soudan chez des
sujets adultes a montreé |’effet inhibiteur sélectif du Miswak sur la croissance de certains

germes salivaires dont particulierement |es especes appartenant au genre Streptococcus.

D’une maniére générale, il est remarqué que ces extraits agissent sur la croissance
bactérienne notamment de Streptococcus mutans et Streptococcus faecalis a des
concentrations de I’ordre de 5g/100ml (Almas et Al-Bagieh, 1999 ; Padma et al., 2012 ;
Saeed Zayed et al., 2016). L’effet antimicrobien sur Streptococcus fecalis a une
concentration de 5g/100ml du Kikar (Acacia arabica) provenant du Pakistan et de I’Arak
d’Arabie Saoudite a été éventuellement avancé par Almas (2001).

Darout et al., (2000) ont prouvé que les extraits aqueux de Miswak contiennent des
COmposes anioniques antimicrobiens potentiels comprenant le chlorure, le sulfate, le
sulfocyanate et le nitrate. Le nitrate a été révélé capable d’affecter le transport actif de la
proline ainsi que de I’aldose chez Escherichia coli et Streptococcus faecalis (Yarbrough
et al., 1980). En outre, le nitrate agit en inhibant le transport actif de phosphorylation
oxydatif et la consommation d'oxygene chez Pseudomonase aeruginosa et Staphylococcus
aureus (Abhary et Al-Hazmi, 2016). L'effet antimicrobien in vitro lié a la grande richesse
des extraits en sulfates a éé également suggéré par Al-Bagieh et Idowu, (1994). Aussi, il

s’avere que ces composes anioniques peuvent stimuler la synthése de certaines substances
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antimicrobiens salivaires dont: la thiocyanate peroxydase et le peroxyde d’hydrogéne
(Tenovuo et al., 1981; Elvin-Lewis, 1982; Thomaset al., 1994 ; Darout et al., 2000).

D’autre part, Dorner (1981) a rapporté que les taux éevés en NaCl, KCI, en substances
organiques sulfurés (salvadourea et salvadorine), et en triméthylamine (un alcaloide) sont en
partie responsables des effets antibactériens observés (Halawany, 2012).

La contribution potentielle du fluorure du Miswak de Salvadora persica a éé
considérée peu probable du fait de sa faible solubilité dans I'eau (0.075 g/ml) (Hattab, 1997).

5- Intéréts de Salvadora persica.

Selon le Rapport du Consensus Statement on Oral Hygiene, (2000), I’utilisation de Miswak
comme moyen pour le nettoyage buccal prévient efficacement I’installation des caries
dentaires et les inflammations de la gencive. En effet, il empéche la décomposition de I’émail
dentaire, confére un parfum agréable a la bouche, imine les mauvaises odeurs, améiore le
sens du go(t et fait briller les dents (Masood et al., 2010 ; Halawany, 2012 ; Kumar et al.,
2016 ). Il est donc conseillé aux intéressés de I’employer au moins 5 fois par jour afin de

diminuer d’une maniére importante I’accumulation des plaques dentaires (Gazi et al., 1990).

De plus, il est préconisé, avant son usage de les tremper dans de I’eau pendant quelques
heures; ce qui d’une part permet le ramollissement des fibres qui peuvent ainsi pénétrer
aisement entre les dents et enlever toutes les souillures (Almas et Al-lafi, 1995) et d’autre
part assure une meilleure exsudation des principaux produits chimiques bactériostatiques qui
le constituent (Hardie et Ahmed, 1995).

De nos jours, les nombreuses propriétés antibactériennes, astringentes, détergentes et
abrasives de la plante ont encouragé son incorporation dans la pate a dentifrice par certains
laboratoires. D’autres auteurs (Almas, 2002 ; Almas et al., 2006 ; El-Desoukey, 2015
Balto et al., 2017) indiquent méme que ses extraits préparés a de fortes concentrations
présentent des effets comparables a d'autres désinfectants oraux et agents anti-plaque dentaire

commercialisés comme: le Triclosan et le gluconate de Chlorhexidine.

Par ailleurs, il a été rapporté que la décoction des rameaux et racines de Salvadora
persica est souvent employée par la médecine traditionnelle pour traiter certaines maladies
telles: la splénomégalie, le rhumatisme, les tumeurs, la gonorrhée, les calcules rénaux, la
gastrite ...etc. (Watt et Breyer-Brandwijk, 1962 ; Harfi et lundberg, 1997). Les extraits de
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cette plante possedent, également, un effet hypoglycémiant dont le mécanisme reste mal

connu ace jour (Trovato et al., 1998).

Aussi, les graines de I’Arak fournissent une huile trés prisée dans certains pays du
monde et les feuilles constituent une bonne source de fourrage pour de nombreux animaux
domestiques. L’institut des sols salins (CSSRI) souligne éventuellement la nécessité de la
cultiver a grande échelle dans les régions fortement dégradées en indiquant ains sa
potentialité pour la restauration des terres salines en friche. D’autant plus que, ses intéréts
thérapeutiques et fourrageres peuvent engendrer une source de revenus nom négligeable dans
le secteur rural (Gururajacet al., 2003, Alali et al., 2005 ; Akhtar et al., 2011).
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Chapitre | Généralités sur quelques infections buccales

Si les infections dentaires aux germes habituels de la bouche constituent une part
importante de la pathologie buccale, la muqueuse qui tapisse les parois de la bouche n’est pas
épargnée. En effet, elle peut étre le siege de nombreuses maladies graves dont gingivite,

parodontites et candidose.

1. Lacariedentaire

La carie est la maladie la plus fréquente susceptible d’affecter les dents ; mais dont la
prévention peut étre assurée par des gestes simples que chaque personne peut adopter au
guotidien: une bonne hygiene bucco-dentaire, un recours au fluor et une consommation

d’aliments non cariogénes (M adani, 1995).

1.1. Définition

La carie dentaire est une maladie générée par I’érosion acide de I’émail dentaire suite a
une fermentation des glucides par les bactéries présentes dans la plaque dentaire (Konig,
2000).

1. 2-Tissus de soutien des dents.

Le nom donné a I'ensemble des tissus de soutien des dents est |e parodonte. Celui-ci est
constitué de 4 éléments principaux a savoir : I'os alvéolaire, le ligament parodontal, le cément
et lagencive. Chague dent se compose de trois parties importantes, |a couronne située hors de
I’0s alvéolaire, le collet par lequel la couronne s’unit avec la racine et la racine qui est incluse
dans I’alvéole. Le rble de l'os avéolaire est bien sir de soutenir la dent, le ligament
parodontal a son tour assure la fixation de la racine de la dent au sein de cet os avéolaire,
guant au cément il permet I'ancrage du ligament a la surface de la racine et enfin la gencive
assure la fonction de manchon ou de gaine plus ou moins éanche permettant le maintien de
tous les autres éléments du parodonte al'abri du milieu buccal (Figure 03).

L'émail dentaire est considérée comme étant la structure la plus dure de I’organisme
recouvrant la couronne dentaire jusqu’au collet, c’est le plus opaque des tissus dentaires. C’est
également le tissu le plus minéralisé trés riche en sels minéraux essentiellement de nature
phosphocal cique a environ 95 % de son poids (Muller et al., 1998).
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Figure 03. Tissus de soutien composant les dents.
(D’apres Johnson, 2000).

La dentine moins solide que I’émail dentaire, se situe sous I’émail coronaire et le
cement radiculaire. C’est le tissu dentaire qui a le volume le plus important. Elle contient 70
% de sels minéraux (avec principaement des carbonates de calcium) et 30 % de trame
organique constituée essentiellement par du collagéne. La dentine possede aussi une structure
poreuse et ne contient pas de cellules; ce qui la différencie de I’0s. Elle est parcourue par des
canalicules dentinaires dans lesguelles circulent des fibres sensitives de Tomes (d’ou la
douleur) qui émanent de cellules situées en périphérie de la pulpe : les odontoblastes. La
dentine est donc un tissu sensible et sa carie est réevélée souvent par la présence d'une
douleur (Johnson, 2000).

La pulpe dentaire est une masse conjonctivo-vasculaire qui occupe la cavité centrale
de la dent : le cavum. Elle est composée de tissu conjonctif banal, de fibres collagénes, de
vaissealx sanguins, de vaisseaux lymphatiques et de fibres nerveuses. En cas de carie dentaire
la seule manifestation de la sensibilité pulpaire est la douleur pouvant étre trés intense en cas
de pulpite. (Muller et al., 1998 ; Johnson, 2000).

13
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Enfin, le cément, est considéré comme faisant partie du parodonte. C’est un tissu
minéralisé qui recouvre toute la surface externe de la dentine radiculaire. Il est invisible de
I’extérieur car recouvert par le ligament alvéolo-dentaire et I’épithélium gingival. Il présente
une teneur en sels minéraux relativement réduite; (45 % environ, alors que la dentine en
contient 70 % et I’émail 95 %). Le cément permet I’accrochage du ligament parodontal et de
I’0s alvéolaire a la racine de la dent; il assure donc I’attache et la fixation de la dent.
(Johnson, 2000).

1. 3- Plagquesdentaires.

La plague dentaire est un dépdt mou, amorphe, teinté, tenace et terne, adhérant a la
surface de la dent, de la gencive et des matériaux dentaires. Elle se développe en quelques
heures en I'absence de brossage et ne peut étre enlevée par simple ringage a I'eau (Pellat,
1985 ; Mouton et Robert, 1994).

Il sagit dun mélange d'eau, de protéines (6-7%), de polysaccharides (30-40%), de
lipides (25-30%) d'origine salivaire et/ou microbienne. La plague contient, également, des
éléments inorganiques tel's que le calcium, les phosphates, |e potassium, le sodium, le fluor et
les oligo-ééments. Enfin, au sein de cette matrice existent des micro-organismes aéro-
anagrobies, des cellules épithéliales desqguamees, des leucocytes et des macrophages (Pellat,
1985 ; Pellerin et Pellat, 1986 ; Mouton et Robert, 1994).

La plague dentaire agit comme un éément perturbateur de I'équilibre des différents
composants de I'écosysteme buccal, favorisant ainsi l'instalation de pathologies bucco-
dentaires telles que la carie et les parodontopathies. (Ekstrand et Bjorndal, 1997 ; Muller et
al., 1998).

1. 4- Germes des plaques dentaires.

Le genre Streptococcus est fortement présent dans tous les sites de la cavité buccale et
surtout sur la plague dentaire. Chez I'homme, certains streptocoques jouent un role écol ogique
important en raison de leur synthése de polysaccharides extracellulaires (dextranes, levanes)
qui interviennent dans la constitution de la plaque et son métabolisme (Liebana et Castillo,
1994).

Streptococcus mutans est un des streptocoques quantitativement dominants de la flore
orale humaine. Il synthétise des polysaccharides extracellulaires a partir du saccharose
sdlivaire. De nombreuses études ont montreé le réle étiologique de ce micro-organisme dans la
carie (Liebana et Castillo, 1994).

14
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Streptococcus sanguis est une des premieres especes bactériennes a coloniser la
pellicule exogene acquise, au cours du processus de constitution de la plague. Ce streptocoque
synthétise des mutanes et des dextranes différents de celles de Streptococcus mutans. Des
études chez le rat ont montré un certain pouvoir cariogene de Streptococcus sanguis, |l peut
également étre responsable d'endocardite chez I'homme (Liebana et Castillo, 1994).

Streptococcus salivarius est une espece également quantitativement dominante des
streptocoques de I'hnomme, principalement présent sur la surface de la dent. Il produit des
levanes trés labiles qui servent de réserve aimentaire aux bactéries de la plaque bactérienne
(Liebana et Castillo, 1994).

D'autres streptocoques (du genre Streptococcus faecalis, Streptococcus mitis...)
peuvent étre isolés de la salive ou de la plague chez I'homme; maisils saverent quils ne sont
pas des commensaux de la cavité buccale (Ryberg et al., 1991).

D'autre part, la cavité buccale ne constitue guére une niche écologique normale pour les
staphylocoques dont certaines especes telles (Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus
aureus gui sont occasionnellement isolées a partir de la plaque supra gingivale (Ryberg et
al., 1991).

1.5- Etapes dela carie dentaire.

La carie dentaire débute huit heures apres le dernier brossage par une multiplication
importante des streptocoques qui forment une couche d'une vingtaine de cellules d'épaisseur.
Ces bactéries métabolisent les oses et les osides dont particuliérement le glucose, fructose,
saccharose et le lactose se trouvant en surface des dents et produisent des acides ainsi que
des dextranes. Ensuite, les acides produits entrainent une diminution du pH dans la plaque
dentaire, dissolvent le phosphate de calcium et désorganisent la structure cristalline de I'émail;
il en résulte la formation de chenaux microscopiques dans lesquels sinfiltrent les acides
continuellement produits.

Dans une seconde étape qui apparait vers le deuxieme ou le troiseme jour, il y a
épaississement de la plague dentaire qui adhére aors fortement a la dent et un remaniement
des populations microbiennes qui sy développent. En effet, il est observé notamment une
colonisation intense d'actinomycetes capables de transformer en sels d'ammonium ['urée
sdlivaire et d'acaliniser le milieu (pH=9); ceci provoque la précipitation ala surface de I'émail
des sels de calcium précédemment dissous, en méme temps que |'émail continue d'étre attagué
en profondeur. De ce fait, la cavité formée par la dissolution du phosphate de calcium est

masquée par cette couche superficielle. La carie n'est toujours pas apparente mais elle se
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manifeste déa par une plus grande sensibilité a la chaleur et au froid causant des douleurs
plus ou moins intenses. Cette couche superficielle finit par seffondrer, mettant anu la cavité
creuse dans I'émail ou de nombreuses bactéries peuvent pénétrer et poursuivre leur action
destructrice (Regnault, 2000).

1.6- Facteurs éiologiquesdela carie dentaire:

La formation d'une carie dentaire est le résultat d'un processus complexe dans lequel
interviennent trois facteurs: la dent elleméme, la consommation excessive de certains
glucides et les bactéries cariogenes. Il faut aussi tenir compte de la salive dont la composition
chimique varie d'un individu a un autre et qui influence le déroulement du processus

cariogene (Keyes, 1962 ; Newbrun, 1978).

1.6-1 Facteursrelatifsaladent:

Trois facteurs relatifs a la dent retentissent indirectement sur la dureté de I'émail et
favorisent la formation et/ou la rétention de la plaque dentaire: la solidité de I'émail, la
morphogenese et |a position des dents.

La solidité de I'émail varie d'un individu a un autre et peut étre moindre par suite de
perturbations de la minéralisation de I'émail au cours de la période d'élaboration des dents; ce
qui conduit souvent al'apparition d'anfractuosités ala surface des dents.

La morphogenese représente la maniére dont les dents sont formées et concerne
principalement les anomalies de formation de sillons trés profonds a la surface de la dent et
des défauts de structure a la jonction cément émail (Racines- Couronnes); ces anomalies
laissent a nu une région vulnérable.

Enfin, le dernier facteur est lié ala position des dentsen particulier alafacon dont elles
sont implantées: le chevauchement des dents, par exemple, facilite I'accumulation de débris
alimentaires, laformation et larétention de la plague dentaire (Muller et al., 1998 ; Ekstrand
et Bjorndal, 1997).

1.6-2 Facteursalimentaires:

En vue d’'un meilleur fonctionnement des différents composants de I’écosysteme buccal,
une alimentation saine et équilibrée est nécessaire. Cependant, certains aliments apportés par
le régime alimentaire jouent un réle important dans la formation de la plaque bactérienne. Les
principaux glucides alimentaires incriminés dans la carie dentaire sont le glucose, le fructose,
le lactose et surtout le saccharose que |'on trouve dans beaucoup d'aiments. Dans la bouche,

une partie de ces sucres est métabolisée par |es bactéries et transformeée en acides organiques
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(acide lactique, acide propionique, acide butyrique, etc...) qui dissolvent I'émail. (Hattab et
al., 1997).

L 'épaississement de la plagque résulte de I'accumulation de dextranes et de lévanes, issus
du métabolisme du saccharose par des bactéries cariogenes tel que le Sreptococcus mutans.
Ces composés sont des polyméres d'une part de glucose et d'autre part de fructose qui se
comportent comme une réserve pour les micro-organismes (Abdallaoui, 1992) dont la
fermentation anaérobiose conduit a une diminution de pH de la plague et une déminéralisation
de I'email ; c'est ce qui provoque la formation d'une cavité carieuse (Carlen et Col, 1998 ;
World Health or ganisation,1996).

Les protéines de la plague proviennent aussi de I'aimentation. Il sagit notamment de
glycoprotéines et de glycosaminoglycanes. Leur role est important dans I'édification de la
plague précoce. Les bactéries de la plaque dégradent les protéines et aboutissent a une
production basique par accumulation de radicaux ammoniés. Il en résulte une alcalinité de la
plague sous gingivae. Il y aaors, précipitation et dépbt de sel's phosphatés et calciques dans
la plague ce qui est al'origine de la formation de tartre qui est responsable de I'install ation de
parodontopathies (Pellerin et Pellat, 1986 ; Mouton et Robert, 1994).

Concernant les lipides de la plague, ils proviennent, égaement, de l'aimentation.
Certains auteurs leur attribuent un réle protecteur contre la carie (Abdallaoui, 1992). Des
études ont montré gqu'il existe une réduction sélective des micro-organismes acidogéniques de
la plaque par I'acide nonanoique sans qu’il y ait une inhibition de I'ensemble de la plaque. En
effet, selon les expériences de Williams, les lipides entrainent une réduction des caries sans
une baisse concomitante de la quantité de la plaque (Bousfiha et al., 1993). De plus, les
lipides rendent la plague moins perméable aux glucides et contrarient I'adsorption de certaines
bactéries. Leur association avec les autres composants alimentaires est un € ément modérateur
du processus carieux (Bousfiha et al., 1993 ; Joubert-Noirit, 1996). Par contre, pour d'autres
auteurs, le métabolisme des lipides fait abaisser le pH de la plague (Péllerin et Pellat, 1986).
En effet, les bactéries de la plague assurent |e métabolisme complet de toutes les catégories de
lipides et en particulier la beta-oxydation des acides gras qui alimente le cycle de Krebs par la
formation de molécules d'Acétyl CoA en aérobiose et contribue a la formation d'acides
dérivés (acétate, propionate, ...). En anaérobiose, la cétogenése est favorisée pour donner
naissance a l'acide hydroxybutyrique et a l'acétone diminuant ainsi le pH de la plague
(Pellerin et Pellat, 1986). Par ailleurs, (Abdallaoui, 1992) affirment que les lipides peuvent

jouer un réle majeur dans le maintien de la cohésion de la plague dentaire et |a régulation des
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processus qui menent a sa minéralisation. Ainsi, le mécanisme d'action des lipides de la
plague est encore ma connu (Bousfiha et al., 1993).

Pour les sels minéraux, |'apport alimentaire en phosphates inorganiques augmente le
pouvoir tampon de la salive et diminue la capacité de déminéralisation de la plague dentaire.
Les phosphates permettent une neutralisation des acides organiques et donc une diminution de
la dissolution des hydroxyapatites et une reminéraisation de I'émail partiellement
déminéraisé (Abdallaoui, 1992).

Pour le calcium, les avis divergent concernant son réle dans le développement de la
carie. Pour certains auteurs, |'administration du calcium détruit I'équilibre phosphocal cique et
en se combinant avec lesions fluor, il empéche leur effet anti-carie. Pour d'autres, les aliments
contenant le calcium (fromage, lait) contribuent a une réduction de la déminéralisation et/ou
provogue une re-minéralisation de la surface amélaire (Abdallaoui, 1992).

Le fluor inhibe la déminéralisation, favorise la re-minéralisation et augmente la dureté
de I'émail de la dent en la rendant moins soluble en milieu acide ; une quantité appropriée de
fluor empéche et/ou stabilise la carie. La couverture des besoins en fluor de chaque individu
peut étre assurée systématiquement par la consommation quotidienne d’eau de distribution
fluorée et/ou de certaines boissons riches en fluor comme le thé. Une autre alternative repose
sur I’'usage de la pate dentifrice, des bains de bouche, des gels buccaux et de vernis dentaires.
Néanmoins, la consommation excessive de fluor peut fragiliser la dent et lui conférer une
coloration jaunétre (Van loveren, 2000).

Par ailleurs, les caractéristiques physiques de I’aliment, en particulier la maniere dont il
s'accroche aux dents, sont déterminantes dans I’apparition des caries. Les aliments qui
adhérent aux dents augmentent plus le risque de carie dentaire, en comparaison a ceux qui
sont rapidement éliminés de la bouche. En effet, il a été remarqué que les chips et les
biscuits, persistent plus longtemps sur les dents que les dragées sucrées et le caramel
(Stamler et al., 2000). De plus, il s’avere que les aliments riches en glucides demeurent plus
longtemps au contact des bactéries de la plague dentaire, ce qui leurs conferent plus
d’opportunité a produire davantage d’acides susceptibles d’accroitre le risque de
déminéralisation de ladent (World Health Organistion, 2000).

1.6-3 Facteurs bactériens
Plusieurs especes bactériennes de la flore buccale sont cariogénes, ce sont les

Staphylococcus epidermidis, Streptococcus salivarus, Sterptococcus mitis, Streptococcus
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sanguis, Streptocoque mutens et Lactobacillus casié, aux quelles sgoutent quelques espéeces
d'Actinomycetes

Les Streptocoques et principaement Streptococcus mutens sont responsables de la
formation de lacarie dentaire.

Les Lactobacillus sont des bactéries anaérobies, ils se logent dans la partie profonde de
la plaque, quant aux Actinomycetes, ils vivent surtout sur la muqueuse et ne participent pas a

laformation de la carie dentaire (Regnault, 2000).

1.6-4 Facteurssalivaires:

Le role de lasalive est positif dans la mesure ou elle assure |'auto nettoyage, apporte du
calcium qui peut étre échangé avec celui de I'email (ce qui en permet la re-minéralisation) et
neutralise |'acidité produite par les bactéries de la plague dentaire. De plus, la salive contient
du lysozyme, une enzyme connue pour son pouvoir hydrolytique sur les parois des bactéries
et elle contient un anticorps participent a la défense des tissus de surface a savoir:
I'immunoglobulines A (Regnault, 2000). Par contre, la salive contient une glucoprotéine qui
adhere efficacement aux dents et favorise le développement de la plaque dentaire (Pellerin et
pellat, 1986 ; Carlen et Col, 1998).

Entre les repas, la salive entre en action pour neutraliser les acides et favoriser le
processus de re-minéralisation. Si I'aliment ou la boisson est pris trop souvent, I'émail de la
dent n'a pas le temps de se re-minéraliser complétement ; ce qui favorise I’apparition de la
carie. Aussi, il est établi que, pendant le sommeil e flux de salive est tres réduit et les
liquides sucrés demeurent plus longtemps au contact des dents ; ce qui parfait également le

développement de la carie dentaire (Hu et al., 2000).

1.7. Aliments protecteurs.

Certains aliments jouent un réle protecteur contre I’apparition de la carie dentaire. Le
fromage a pate dure, par exemple augmente le flux de salive et assure un bon apport en
principaux minéraux tels le calcium et le phosphore qui favorisent la reminéralisation des
dents. Terminer une alimentation avec un morceau de fromage aide donc a neutraliser les

produits alimentaires riches en glucides consommés durant le repas (L endander et al., 2000).
2. Pathologies parodontales
Les maladies parodontales sont des lésions chroniques d’origine infectieuse et qui

regroupent deux types principaux de pathologies, a savoir les gingivites et les parodontites.
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Les gingivites sont des inflammations au niveau de la gencive, tandis que les parodontites
sont des affections plus sévéres qui se caractérisent par la destruction des tissus mous et de
I’os (Lamont et Jenkinson, 2010). Ces maladies sont le plus souvent causees par des
bactéries anaérobies a Gram négatif (Xiong et al., 2006).

Les études transversales et longitudinales ont montré que la gingivite est associée a une
augmentation de la charge bactérienne, de I'ordre de 10* & 10° bactéries par sulcus, et & une
augmentation du pourcentage de bactéries a Gram négatif. Dans le cas d'une parodontite, on
assiste & une augmentation de |a charge bactérienne, qui varie de 10°a 10° bactéries par sulcus,
avec une nette augmentation de la flore a Gram négatif (Theilade et al., 1966 ; Darveau et
al., 1997).

Il est actuellement bien établi que la maladie parodontale n'est pas liée a une bactérie
mais plutbt a un consortium bactérien au sein duquel certaines especes jouent un réle
étiologique majeur. Ainsi, un groupe de trois microorganismes, constitué de bactéries a Gram
négatif anagrobies ou microagrophiles, ont été identifiées comme étant responsables dans le
processus dinitiation et de progression de la maladie parodontale. Il sagit de Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythensis et d'Actinobacillus actinomycetemeomitans. Cependant, en
ce qui concerne la parodontite chronique, dautres bactéries sont impliquées dont
essentiellement les especes suivantes: Campylobacter rectus, Treponema denticola,
Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum, Prevotella intermedia, Peptostreptococcus
micros, Eikenella corrodens et Selenomonas sputigenas (Simonson et al., 1992 ; Gross et
al., 1994 ; Zambon et al., 1996 ; Darveau et al., 1997 ; Grenier et Mayrand, 2000).

Plusieurs travaux (Socransky et al., 1998 ; Offenbacher et al., 2007) ont permis de
montrer que ces microorganismes lors d’une infection buccale agissent en se groupant a
travers des associations spécifiques et non aléatoires d’un ensemble de bactéries tout en
adhérant a différentes surfaces de la bouche en formant des biofilms microbiens susceptibles
d’induire en parfaite harmonie de multiples maladies buccodentaires. Selon, Lamont et
Jenkinson (2000) un biofilm comprend des popul ations microbiennes qui adherent entre elles
ou a des surfaces et baignent dans une matrice extracellulaire. A I’intérieur du biofilm, il
existe un systeme circulatoire aqueux primitif qui facilite I’apport en nutriments et permet
I’évacuation des déchets métaboliques. Les interactions bactériennes existant a I’intérieur du
biofilm sont nombreuses et contribuent a I’équilibre de la microflore (Tian et al., 2010). Deux
complexes d’associations microbiens (dits rouge et orange) regroupant chacun une série de

bactéries a Gram neégatif ont été incriminés directement dans I’étiologiques sévére de la
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maladie parodontale (Tableau 3). La bactérie Actinobacillus actinomycetemeomitans ne fait,

cependant, pas partie d'aucun de ces complexes (Socransky et al., 1998).

Tableau 3. Principales bactéries des complexes définis par Socransky et coll (Socransky et
al., 1998)..

Complexe orange Complexerouge Indépendant

- Prevotella intermedia

- Prevotella nigrescens

- Peptostreptococcus micros
- Campylobacter gracilis

- Campylobacter. reclus o
- Porphyromonas gingivalis _ _
- Campylobacter showae - _ - Actinobacillus
_ - Tannerella forsythensis _ )
- Eubacterium nodatum _ actinomycetemeomitans
- Treponema denticola
- Streptococcus constellatus

- Fusobacterium.nucleatum subsp.
nucleatum

-Fusobacterium nucleatum subsp.

Polymorphum

3. Candidose buccale

La candidose buccale est une mycose de la muqueuse buccale due a une prolifération
d’un champignon levuriforme a savoir Candida albicans présent en temps normal dans la
flore de labouche (Encyclopédie M édicale- M edix of healthcare, 2014).

La Candida albicans est une levure non capsulée, non pigmentée, et aérobie. Cette
levure diploide, dont le matériel génétique se répartit en huit chromosomes, se reproduit de
facon asexuée par bourgeonnements multilatéraux d’une cellule mére (le blastospore)
formant ainsi des colonies blanches crémeuses (Dupont, 1985 et Eggimann et al., 2003).
Elle est caractérisée par un polymorphisme remarquable. En effet, elle peut exister sous
guatre formes morphologiques différentes dont les blastospores ou blastoconidies se
présentant sous forme de petites cellules ovoides de 3,5 a6 pum sur 6 a 10 um. C'est la forme
la plus courante de multiplication de Candida albicans saprophyte. Cette cellule peut émettre
a son tour un bourgeon qui peut donner une cellule fille identique a la cellule mere. Candida
albicans peut se présenter aussi sous forme d’un pseudo - mycéium mesurant de 500 a 600

pum de longueur et de 3 a5 pm de largeur, composé d’un assemblage de cellules mises bout a
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bout pour simuler un filament mycélien. La conversion d’une levure en filament mycélien
passe par I’intermédiaire d’une structure appelée le tube germinatif. Il s'agit d’un blastospore
gui a donné naissance a un tube germinatif pour former un vra mycéium, dont chague
gément sera individualisé par de vraies cloisons. Les Chlamydospores enfin  (ou
Chlamydoconidies ou chromispores de Vuillemin du grec klamydos, chemise) sont de
volumineuses cellules (10 a 15 micromeétres), sphériques, a double paroi, réfringentes, le plus
souvent terminales, mais pouvant étre latérales (Dupont, 1985). Elles sont formées par
épaississement du thalle, mesurent deux fois la taille du blastospore et possedent une paroi
plus épaisse (Buffo et al., 1984).

La Candida albicans a donc la particularité de pouvoir passer selon les conditions du
milieu de la forme levure alaforme de moisissure et vice versa. Gréace a ce dimorphisme, ce
microorganisme, peut aisément se soustraire aux mécanismes de défense liés a I’immunité
cellulaire. En général, laforme levure est la forme saprophyte, ou la levure vie en symbiose
avec I’organisme hote ; alors que laforme moisissure mycélienne est laforme parasite et donc
pathogene susceptible de favoriser I’invasion des tissus et des organes de I’héte (Bland,
1984).

Le passage de la levure a un stade pathogéne caractérisé par I’apparition des filaments
mycéliens est sous I’effet de nombreux facteurs favorisants qui peuvent étre intrinséques ou
extrinseques. L’immaturité du systeme immunitaire aux ages extrémes de la vie et le
développement incomplet de la flore commensale dans la période néonatale, expliquent la
fréquence du muguet chez les nourrissons et les personnes &gées. Toute altération de la
muqueuse digestive telle que la sécheresse buccale, la dyskinésie cesophagienne et I’état
inflammatoire associé aux colopathies semble favoriser la colonisation de la muqueuse
digestive. De méme, la charge en levure est augmentée chez les diabétiques en relation avec
le taux élevé de glucose sdlivaire. Les candidoses digestives sont fréguentes chez les patients
avec un dysfonctionnement de I’immunité : hypogammaglobulinémie en particulier en IgA,
anomalie qualitative ou quantitative des polynucléaires, altération des Iymphocytes bien
démontrée dans la candidose muco-cutanée chronique et I’infection par le VIH
(Starosvetskii, 1988; Annales de dermatologie et vénérologie, 2008). Les facteurs
extrinséques sont également nombreux : utilisation des antibiotiques alarge spectre modifiant
la flore commensale, traitement abusifs aux corticoides et immunosuppresseurs, ainsi qu’au
antiacides ou neuroleptiques diminuant la sialorrhée (production de salive) (Park et al.,
2016).
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Les infections a Candida de la mugueuse buccale sont le résultat d'une interaction entre
la virulence fongique et défenses de I'héte. La prolifération épidermique et la réponse
immunitaire des lymphocytes-T sont exprimés par I'hdte pour combattre I’invasion fongique.
Candida albicans peut exprimer au moins trois types de molécules (agglutin-like sequence ;
intégrines ; lectines et protéines spécifiques de la paroi) d'adhérence surface a coloniser les
surfaces épithéliales (Dignani et al., 2003), ains qu'une enzyme protéinase d'aspartyl
susceptibles de faciliter la pénétration initiale et plus profonde des cellules de I'épithélium par
la formation d'hyphes. La pathogenése requiert une expression différentielle des facteurs de
virulence a chaque nouvelle infection ; ce qui confere un potentiel pathogene tres devé a
cette espece microbienne (Millon et al., 2002).

Lamaladie est trés fréquente chez les nourrissons, les jeunes enfants, ainsi que les sujets
ages et les personnes immunodéprimeées et se manifeste en générale par une irritation au
niveau de la face interne des joues et des lévres, au niveau des gencives, du pharynx et des
commissures labiales , associée a des rougeurs, allant jusgu'a l'ulcération. Parfois, des taches
blanchétres, plus ou moins pateuses peuvent siéger sur lalangue et le palais. Un traitement est
nécessaire pour retablir I'équilibre de la flore locale (Hordé et al., 2014). Chez un sujet
immunocompétent e traitement fait appel souvent aux antifongiques locaux (amphotéricine B
en suspension buvable; nystatine et miconazole en gel buccal). En cas d'atteinte bucco-
pharyngienne ou bucco-ceophagienne, la désinfection du tube digestif peut étre obtenue par la
prise associée d'amphotéricine B en gélules (6 a 8 par jour en 2 a 3 prises) ou de miconazole
en comprimés (6 par jour en 3 a 4 prises). Chez le sujet immunodéprimé un traitement
systémique peut étre préféré d'emblée ou apres échec dun traitement local préalable. Les
antifongiques utilisés sont: le fluconazole; e kétoconazole et I'itraconazole (Agbo-Godeau et
Guedj, 2005).
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Nombreux sont les composés bioactifs des plantes médicinales qui ont des vertus
thérapeutiques trés intéressantes et qui regroupent en particulier les composés phénoliques et

les huiles essentielles.
1. Les composés phénoliques

Les poly phénols sont des molécules synthétisées par les végétaux et appartiennent a
leur métabolisme secondaire. Ils comptent plus de 8000 composés différents (Middleton et
al., 2000) et ils participent surtout a la défense des plantes contre les agressions
environnementales; c’est pourquoi ils sont notamment retrouvés a 80% dans les tissus
épidermidiques des plantes (Middleton et al., 2000).

D’aprés Duval et Duval, (1978); Harbonne, (1994), l|'expression «Composés
phénoliques » regroupe de nombreuses substances organiques de structure aromatique
portant un groupement hydroxyle; la molécule mére est le phénol dont le corps cyclique est
deforme C 6 H 5-OH (Figure 04).

OH

4
N\

Figure 04. Représentation de |la structure de base des phénols simples
(D'aprés Richter, 1993).

Ces substances se reconnaissent donc a la présence d'un ou de plusieurs groupes
hydroxyles, modifiés ou non, attachés & une structure aromatique et souvent ils se présentent
liés ades glucides. En raison qu'ils contiennent du carbone, de I'hydrogene et de I'oxygene, ils

sont rapprochés des glucides et des huiles essentielles (Richter, 1993).

1.1. Classification des produits phénoliques:
Selon Harbonne (1994), les produits phénoliques peuvent étre classés selon le nombre
d'atome de carbone (Tableau 08) et de méme selon leur nature en :
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-Composés phénoliques largement répandus.

-Composeés phénoliques peu répandus.

L es principaux composés bioactifs des plantes médicinales

-Composés phénoliques présents sous forme de polymeéres.

Tableau 04. Classification des produits phénoliques d'aprés |e nombre d'atome de

carbone (D'apres Harbonne, 1994).

Nombrede | Squelettede Classe Exemples
carbones base

Phénols simples Catéchol, hydroquinone 2-6-d-

6 C6 ) . :
Benzoiques méthoxybenzo-quinone.

7 C6-C1 Acides phénoliques P-hydroxybenzoique, Salicyliques.

8 C6-C2 Acetophénones 3-acetyle-6- methoxybenzal dehyd
Acides phénilacetiques p-hydroxyphenylacetique.
Acides hydroxy cinnamiques
Phenylpropenes Cafféique, Férulique, Myristicine,

9 C6-C3 Coumarins Eugenol, Umbelliferone,
Isocoumarins Aescculetin, Bergenine, Eugénie.
Chromones

10 C6-C4 Naphtoquinones Juglone, Plumbagin.

13 C6-C1-C6 Xanthones Mangiferine
Stilbenes Acide cunularique

14 C6-C2-Co Anthraginones Emodin

15 C6-C3-C6 Flavanoi de_s Que_rce|_ne, Malvine
| soflavanoides Genistein

18 (C6-C3) 2 Lignanes Podophyllotoxine

30 (C6-C3-C6)2 Biflavonoides Amentoflavone

(C6-C3)n Lignines
N (C6)n Catechol, Melanines |
(C6-C3-C6)n Flavanes (tanins condensees)
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1. 1.1. Composés phénoliques largement répandus

1.1.1.1. Acides phénoliques et coumarines:

a) Acides phénoliques:

La dénomination générale d'acides phénoliques englobe d'une part les composés
dérivant des acides benzoiques en C7, et d'autre part ceux dérivant des acides cinnamiques
en C9 qui sont en nombre de quatre (acides P-coumariques, caféiques, feruliques et
sinapiques). En générale, tous les organes végeétaux contiennent au moins |'un des deux. Par
ailleurs, les acides P-coumariques et caféiques sont parmi les composés phénoliques les
plus répandus chez les végétaux par comparaison aux acides feruliques et sinapique
(Ribereau, 1968 ; Schuster et Herrman, 1985) (Figure 05).

R]_ Rl

a Rs > CcooH b/ Rs M CH=CH-COOH
Rz R2

Acide R1 R> R, Acide R1 R> R,
p-hydroxybenzoique H OH H Pcoumarique H OH H
protocatechique H OH OH Caffeique H OH OH
vanillique CH30 OH H ferulique CH30 OH H
syringique CH30 OH CH30 sinapique CH30 OH H
galique CH30 OH OH

Figure 05. Numeérotation chimique des acides phénoliques dérivants des

a/ acides benzoiques ; b/ acides cinnamiques (Shahidi et Naczk,1995).

b) Coumarines:

Les différentes coumarines (coumarines simples et furanocoumarines) dérivent
particulierement des acides Cinnamiques (Dean, 1963) et leur répartition est assez limitées
chez les végétaux (Ribereau, 1968 ; Murray et al., 1982). Selon Guignard et al., (1985), les
coumarines sont tres répandues dans les racines et les écorces des plantes ou plus de 500
COmMpOSEs ont éte répertoriées. L'odeur caractéristique de certaines espéces vegétal es provient

en faite de la coumarine qui les constituent (Richter, 1993) (Figure 6).
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\ R
(a) Coumarine R=R,=H
| Umbelliforme R;=OH, R=H
Aesculine R;=R,=OH
R1 0 Seopoletine R;=OH, R,=OCHs,
R1 Psoralene Ry=R,=H
Xanthorine R;=H, R,=0OCHj,
\ Bergaptene R;=0OCH;, R2=H
Bergaptol R;=0OH, R,=H
N
0 0 0
(b) &,

Figur e 06. Représentations chimiques des Coumarines simples (a) et des
Furanocoumarines(b) (Ribereau, 1968 et Shahidi et Naczk,1995).

1. 1.1.2. Flavonoides:
Comme le laisse supposer, sa dénomination du nom latin flavus, ce groupe comprend

des composés de couleur jaune (Richter, 1993).

D'apres Guignard et al.,, (1985) les Flavonoides sont des composés
généralement colorés, trés répandus chez le régne végétal ou il est recensé plus de 4000
substances. (Middleton et al., 2000). Ils sont retrouvés dissout dans les vacuoles cellulaire a
I'état d'hétérosides ou comme congtituant de plastes, en particuliers les chromoplastes

(Richter, 1993).

Les Flavonoides sont des hétérosides présentant une séquence de base apparentée aux
diphénypropanes (C6+C3+C6) et dont les niveaux d’oxydations du cycle central en C3
souvent de nature pyrane est variable d’un composé a un autre (Macheix et al, 1989 ; Mazza
et Miniat,1994) . Les plus répandus sont les flavanes jaunes ou orangées, et les anthocyanes
rouges ou bleus qui sont des composés hydrosolubles et pouvant saccumuler dans les

vacuoles cellulaires (Heller et al., 1998) (Figure 07).
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Figure 07. Structure de base des Flavonaides (Richter, 1993).

a) Anthocyanes:

Ce sont des substances solubles dans I’eau et responsables de la couleur rouge, bleu et

violet de la mgjorité des plantes en particulier des fleurs et des fruits (Mazza et Miniati,

1994). Les anthocyanes ont une structure en Cg-C3-Cg (Figure08) et comptent plus de 200

composés différents dans le regne végétal (Ribereau, 1968 ; Macheix et al., 1989).

La structure de base de ces composés est le cation flavylium (2-phenylbenzopyrillium)

susceptible de s’associer a des monoglycosides et/ou diglycosides de pelargonidine,
cyanidine, malvidine et peonidine (Brouillard et al., 1997; Shahidi et Naczk, 1995).

La couleur de chagque pigment dépend du model d’hydroxylation et de methoxylation

du cation flavylium (Wang et M azza, 2002).

(2-phenylbenzopyrillium)

3
2’ ﬁ 4!
|
1
8 5
o} ./
/ AN 9 \ / 6:
2
I +
6 N’ 10 /3
5 4
3 5 6 7 3’ 4’ 5
Pelar gonidine (Pg) OH OH H OH H OH H
Cyanidine (Cy) OH OH H OH H OH H
Delphinidine (Dp) OH OH H OH OH OH OH
Peonidine (Pn) OH OH H OH OMe OH H
Petunidine (Pt) OH OH H OH OMe OH OH
Malvidine (Mv) OH OH H OH OMe OH OMe

Figure 08. Principaux composeés dérivants des anthocyani dines.

(Andersen et Jordheim, 2006)
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b) Flavones et Flavonols:

Les composés de cette classe de flavanoides présentent une double liaison en C2 et C3
(Figure 09). Les flavones de teinte jaune en général sont caractérises par la présence d'un
groupement carbonyle (H3CO-) en position 4 et d'un groupement glucidique le plus souvent
relié en position 7.

Laseul différence entre les flavones et les flavonols est |a présence du groupe hydroxyle
en C3 dans les flavonols le caractérisant de: 3-hydroxy flavonols ( Herrmann., 1976 et
Siewek et al., 1984).

Apigénine (R;=H)
L utéoline (R;= OH)

Flavones R,
OH
OH ©
R, Quercétine (R;= OH, R,=H)
Kaempférol (R;= R,=H)
Myricétine (R;= R,= OH)
| OH
Flavonols OH @)

Figures 09. Structure chimique des flavones et des flavonols
(Bakker et timberlake, 1997 ; Andersen et M arkham, 2006)
c) Flavanones et flavanonols
Les flavanones et flavanonols sont caractérisés par la présence d’une liaison saturée au
niveau du 3¥™C et d’un atome d’oxygéne en position 4 de la structure (C3) de base des
flavanoides (C6+C3+C6).

Les flavanonols différent des flavanones par le groupement hydroxyle en position 3 les
caractérisant ainsi soit de 3 hydroxyflafanones ou de dihydroflavonols (K efford et Chandler,
1970) (Tableau 05).
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Tableau 05. Représentation chimique de certaines substances flavanones et flavanonols
(Ribereau, 1968 ; Andersen et Markham, 2006).

Structuredela

Principales substances

chainecentrale | Structurechimique | Nom delafamille
(C3) Hydroxylation
Nom
~ O\ e ¥
‘ (|3H 1,?‘ ! Naringénine 57,4
w0
CH; om0 L, § Flavanones :
/.f\\- S ] 1
O 6\{,\\ ||||H - -
. 1 Eriodictyol 573, 4
A-CO-CH,-CHOH-B 0
o)
‘ \TH/
CH
C/ \OH
o . o
Fustine 73,4
Flavanonols
A-CO-CHOH- ((Dihydroflavonols)
CHOH-B Taxifoline 573, 4
d) Flavanols

Ces flavanoides sont saturés en 3-C et présentent des groupements hydroxylés tels les

flavanes-3,4 diols et les flavanes-30ls. Une douzaine de flavanes-3ols ont été isolées et

identifiées des plantes incluant particuliérement : (+) catéchine, (-) épicatéchine, (+)
gallocatéchine et (-) épigallocatéchine. (Macheix et al., 1989) (Tableau 06).
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Tableau 06. Principaux composeés flavanols ( Ribereau, 1968 ; Andersen et Markham,
2006).

Principale substances

Structure dela chaine Nom de |a famille

centrale (Cs)
Nom Hydroxylation
O\CH/
‘ - /C|3\HOH Le(l#fa?va:rtlgglcéas_néd:‘;‘es L eucosyanidine 573 4
(|)H ’ Leucodelphinidine 573 4 5
A-CHOH-CHOH-CHOH-B

OH
Cateching . _-OH
~~ O\CH/ OH | \\/Onv-“\_/’\R‘
| Ak
—~ A OH 2
CH, OH

(+)-Catechin (C) (Ry=H, R,=0H)

{—)-Epicatechin (EC) (R, =H. R:=H)

A-CO-CHOH-CHOH-B (—)-Epigallocatechin (EGC) (R =0H, R;=0OH)
{—)-Epicatechingallate (ECG) (R, =H, Ry = -0C—Ph{OH);)
(—)-Epigallocatechingallate (EGCG) (R; =0H, R, =—-0C—-Ph(OH}3)
i —)-Gallocatechin (GC) (R) =—=0C—=Ph(OH)k. R: =H)

€) Chalcones, Dihydrochalcones et Aurones:
Les chalcones, les dihydrochalcones, et les aurones sont trois classes de flavonoides

naturelles comportant plus de 900 composes distincts (Andersen et Markham, 2006).

Ce sont des composeés a structure Cq-C3-Cg, mais I'édément en Cs, ou bien n'est pas sous
forme d’hétérocycle (chalcones et dihydrochalcones), ou bien sous forme d’hétérocycle
oxygené (Aurones) (Figure 10).
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Calchones, dihydrochal cones et Aurones sont en générale des pigments de couleur jaune
et orange des fleurs; mais leurs distribution peut étre trouvée dans différents tissus végétaux
(Ribereau, 1968).

HO@;},\{I(_)H : j"\if'OH
AV
\f\j&‘\ N4
f o '
H 0 0H 0 B
Chalcones Dihydrochalcones
_ ,‘,,OH
HUI% ‘0 : ﬁcl !
A C 0
Vs
g
oH Y

Aurones
Figure 10. Structure chimiques de base des chal chones, dihydrochal cones et aurones

(Veitch et Grayer , 2006).

1.1.1.3. Acides chlorogéniques

Le terme « acides chlorogéniques » regroupe des polyphénols issus d’une réaction
biochimique d’estérification, qui se produit entre les acides hydroxycinnamiques et le quinate
(Macrae et al., 1993 ; Campa, 2006). IIs sont retrouvés particulierement dans le café, ains
que la plupart des fruits (Van Buren, 1970) et leur dégradation est responsable de
I'amertume dans certaines denrées alimentaire comme le café lors d’une torréfaction exagérée
(Leloup et al., 1995). Les principaux sous-groupes qui représentent 98% de tous les acides
chlorogéniques les plus fréguemment rencontré chez les végétaux sont surtout les esters
d’acides quiniques avec de l'acide cafféique (tels les acides caféoylquiniques et les acides
dicaffeoylquinic) ou avec de I'acide férulique (dont: les acides feruloylquinic). Le reste des
composes sont dits mineurs, comme les esters des acides feruloyl-caféoylquiniques, les
acides caffeoyl-feruloylquinic et le p- acide coumarique. (Clifford, 1985 ; Morishita et al.,
1989) (Figure 11).
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OH
A __OH
" EH OH =2
H O OH |
Hocc,f-_’l"?‘ oH [ | OH ! &
on o J Hooc L7 ~0 ) HOOC OH
0 OH OoH © oM OH
Acide 3-O Caffeoylquinique Acide 4-O Caffeoylquinique Acide 5-O Caffeoylquinique
OCHS,
2 OH
OCHs. OCH,
oH L oH A_oH |
HOOCM oH [T OH f Ou
oH oYf ch\ﬁ:ft?‘o I HOOC ‘OH
0 OH OH O ﬁn
Acide 3-OFeruloylquinique Acide 4-OFeruloylquinigue Acide 5-OFeruloylquinigue
OH OH
1 __OM OH

oM Hoocjaz/:?’\o
o
.4 X OH OH O

I ! A _o
Vad 24 S
oH /' © . 0 H
HOOC ¢ OH i HOOC oH M ., / 0 l(?\u,OH
O' OH P I e
i O T v

Acide 3.4 Dicaffeoylguiniaue Acide 3,5 Dicaffeoylquiniaue Acide 4,5 Dicaffeoylquiniaue

Figure 11. Principaux acides chlorogéniques (Clifford, 1985)

1.1.2. Composés phénoliques peu répandus:

Selon Ribereau (1968), ce groupe de composés phénoliques regroupe des substances

qui se retrouvent rarement dans la nature, dont particulierement :

-Composés phénoliques en Cq(tels le catechol), en Cq-Cy (tels I’acide salicylique),
en Cs.C, (comme le 3 acetyl-6  methoxybenzaldehyde), ainsi qu’en C6-C3, C6-C4, C6-C1-
C6 et C6-C2-C6.

-Benzoquinones, naphtoquinones et anthragquinones.

-Biflavonyles

-Bétacyanines et Béthaxanthines (Cyg) (Figure 12).
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a/ Composés phénoliques en C6, C6-C1 et C6-C2

OH
HO
OH
-OH
HO OH

@

Phénol Pyrocatéchl Hydroquinone Résorcinol Phloroglucinol
OH ;C
OH ;C 3
Aldéhyde Aldehyde Hydroxy-2 acide hydroxy-2
p-hydroxybenzoique Vanilline syringique acétophénone phénylacétique

b/ Composés phénoliquesen C6-C3

OH4C OH ;C HO
HO CH =CH —CH ,0H
HO CH=CH—CH,0H CI—&-CHCOOI HO CHyz—CH-COOH
NH,

OH 4C

o

Alcool coniférylique Alcool sinapylique Tyrosine Dihydroxyphénylalanine
OH4C
HO CH,—CH,0H H CH,—CHy—NH,
HO CH,—CH=CH,
Tyrosol Tyramine Eugénol
OH4C
CH OHC,
—— CH— CH2 OH .C O / ¢
8 ICI: o CH—-CH-CH,
H o/ \o cHo
CH,— Hc—co OH =—=CH —CH 4 c” \ /
1l CHHG-HC HO
¢}
Matair ésinol
| soeugénol Chromone: Eugénine Pinor ésinol

¢/ Composés phénoliques en C6-C1-C6 et C6-C2-C6
C.

Hy
oH OH O,
cra:c»—»@—o»—
HO co OH
HO Il HyC
e} OH

Maclurine Euxanthone Stilbéne: resvératrol

d/ Benzoquinones, naphtoquinines et anthraquinones

OH le)
o OH ;C CH 3
OH,C CH30 C‘ Ho g Ho
CH 3
o [¢]
HO CH
Dimétoxy-2,6 benzoquinone Ubiquinone Naphtoquinones Emodine

¢/ Biflavonyle

OH ,C

Ginkgétine
f/ Bétacyanidines et bétaxanthines (C18)
HO H,C——~CH
CH 27 |
_CH N ~~COoOoH
HO ll\ll ~COOH [
HC
HC ~~
cn CT
/C ~ -~ ~
H,C CH HoC GH
/‘\ Ié ~ /I\ -C ~—
Hooc NH COOH HoOC NH COOH
Bétanidine I ndicaxanthine

Figure 12. Composés phénoliques peu répandus
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1.1.3. Composeés phénoliques présents dans la natur e sous forme de polyphénals:

Il existe deux types de composes phénoliques qui ne sont pas présents dans les tissus

végétaux a l'état libre ou sous forme de combinaisons simples, mais sous forme de polymeére

ayant des structures plus au moins complexes ; ce sont les tanins et les lignines (Ribereau,
1968; Cheftel, 1980 ; M etche et Girardin, 1980).

1.1.3.1. Tanins:

Ces composés regroupent les tanins hydrolysables ou tannoides et |es tanins condensés

vrais non hydrolysables. Les tanins hydrolysables (ou pyrogalliques), résultent d’une

estérification des cing fonctions alcooliques du glucose par divers acides polyphénoliques

dont particuliérement I’acide gallique et I’acide éllagique dimére du précédent. Parcontre,

tanins condensés (flavaniques et/ou catéchiques) constituent une famille de substances

polyphénoliques hétérogénes formée de 4 a 6 molécules de flavanes (Figure 13).

HO o
o C//\
OH
HO
o Acide ellagique
HO O—C//
HO OH
cC—=o0O OH

7

O
Acide gallique

a/Principaux acides poly phénoliques
destanins hydrolysables

R

oH R=0OH, R’=H Catechine
Ho ; o ] R=R’=OH Gallocatechine

_—=CH
chH,

Flavanes 3 ols

R

HO O\CH/i I R,
//(‘:H R=0OH, R’=H Leucocyanidi
C‘H S OH e

OH OH R=R’=0OH | aiicndelnhinidine

Flavanes 3-4 diols

b/ Principaux flavanes hydr oxylés des tanins
condensés.

c/Structure chimique des tanins condenses

Figur e 13. Représentation chimique des tanins hydrolysables et condensés (M onties, 1980).
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Les tanins ont la propriété de coaguler les protéines du derme, dou leurs
large utilisation dans |e tannage des peaux, ils précipitent également les protéines de lasalive

ce qui explique leur action astringente. (Cheftel, 1980)

Ces poly phénols de poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Da forment dans les
tissus végétaux des complexes avec certains polysaccharides, acides nucléiques et acaloides
congtitutifs. (Ozawa et al., 1987 ; Shahidi et Naczk, 1995). D apreés Hillis (1987) ; Scalbert
et al., (1988), les tanins condenses sont rencontrés dans les plantes des gymnospermes et des
angiospermes ; aors que les tanins hydrolysables sont présents exclusivement chez les
espéces appartenant a la classe des dicotylédones. Leur disparition lors de la maturation chez
de nombreux fruits indique qu'ils peuvent, comme de nombreux autres composés phénoliques,

étre réutiliseés par les plantes (Guignard et al., 1985).
1.1.3.2. Lignines:

Les lignines sont des substances non glucidiques se déposant dans certaines
cellules végétales (Ribereau, 1968 ; Guignard et al.,, 1985; Richter, 1993) au
niveaux des parois cellulaires secondaires en leur conférant une haute résistance a la traction
et la pression. La proportion de cette derniére dans la composition des parois cellulaires
atteint de 20 a 35% (Richter, 1993).

La structure de la molécule lignine n'est pas entierement connue (Ribereau, 1968 ;
Guignard et al., 1985; Richter, 1993), bien qu’il est établi qu’elle est un mélange de
polymeéres amorphes de trois constituants fondamentaux de type C6-C3 a savoir : les alcools

hydroxycinnamiques, coniféryliques et sinapylique (Richter, 1993).
1.2. Implication des phénols chez les végétaux :

Les substrats phénoliques sont responsables en premier lieu du brunissement
enzymatique chez les végétaux (Robert, 1995).

Des travaux plus anciens (Bahorun et al., 1996) ont montré aussi que les phénols sont
associés a de nombreux processus physiologiques des plantes : croissance cellulaire,
différenciation, organogenese, dormance des bourgeons, floraison, tubérisation, qualité
alimentaire des fruits. Les anthocyanes et certains flavonoides participent a la coloration des
fruits murs; aors que d'autres polyphénols incolores tels que les flavonols et les flavanones
peuvent interagissent avec des anthocyanes et atérer par copigmentation la couleur des fleurs
et desfruits (Brouillard et al., 1997).
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Les composés phénoliques déterminent également la saveur des fruits: les tanins sont a
I'origine de la sensation d'astringence des fruits non murs; aors que les flavanones sont
responsables de I'amertume des citrus et peuvent donner naissance, par transformation

chimique a des dihydrochal cones a saveur sucrée (Dubois et al., 1977).

Il est bien établi que la capacité d'une espece végétale a résister a l'attaque des insectes
et des microorganismes est souvent corrélée avec sarichesse en composés phénoliques (Rees
et Harbonne, 1985 ; Harbonne et Baxter, 1999; Ren et al., 2001).

De méme, les composés phénoliques contribuent dans la résistance des plantes aux
stress biologiques résultants des infections fongiques, bactériennes et virales. Ainsi, I’acide
chloroginique semble exercer un effet inhibiteur notable sur la germination des spores de
Botrytis et |a croissance de mycélium (Shahidi et Naczk, 1995).

1.3. Produits phénoliques et santé Humaine:

Les poly phénols sont des composeés naturels des plantes et faisant partie intégrante de
I'alimentation quotidienne pour de nombreux étres vivants. En effet, I'nomme consomme
jusqu'a 1g de ces composés par jour (Bahorun et al., 1994; Gee et Johnson, 2001). Ces
substances sont dotées d’activités biologiques aussi diverses quintéressantes (hépato-
protectrices,  anti-inflammatoires,  anti-allergiques,  antithrombotiques,  antivirales,
anticarcinogéne, antibactériennes, anti-radicaux libres, résistance de la plante aux insectes et
autres ravageurs...) d'ou l'intérét guelles ont suscité en vue de les utiliser dans divers
domaines. médical, pharmaceutique, nutritionnel, lutte biologique...etc. (Middleton et al.,
2000 ; Goutier et al., 2006) (Tableau 07).

Les études entreprises a ce jour et cherchant a évaluer le lien entre certaines maladies et
la consommation des flavonols, flavones et/ou dautres flavonoides ont rapportés des
résultats contradictoires. Quelques auteurs suggerent un effet protecteur possible des
flavonoides contre les maladies vasculaires (Knekt et al., 1996 ; Mennen et al., 2004) et
certains cas de cancers (Knekt et al., 1997 ; Sun et al., 2002); alors que d'autres démontrent
au contraire un risque méme accru de ses maladies chez les populations étudiées (Rimm et
al., 1996 ; Sesso et al., 2003).

Il est bien établi que les poly phénols possedent des propriétés anti-oxydantes et sont
capables de piéger les radicaux libres générés en permanence par notre organisme ou formés
en réponse a des agressions de notre environnement (cigarettes, polluants, infection), tels que

O2" (Anion superoxide), HO, (Radicale perhydroxy), H202 (Peroxyde d’hydrogéne), OH'
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(Radical hydroxyle), RO (Radicale akoxyle), ROO" (Radicale peroxyle) (Middleton et al.,
2000 ; Wang et Mazza, 2002). Ils renforcent nos défenses naturelles contre le stress oxydant
et préviendraient ains diverses maadies chroniques telles que cancers et maladies
cardiovasculaires (Gee et Johnson, 2001). Il a &é méme démontré que la consommation
des régimes a base de soja riches en isoflavones réduit les risques de cancer de colon (Dixon,
2004 et Holzbeierlein et al., 2005).

Tableau 07. Activités biologiques des composes polyphénoliques.
(D'aprés Bahorun et al., 1994)

Polyphénols Activités Auteurs
Acides phénols Antibactériennes Didryetal, 1982.
(cinnamiques et Antifongiques Ravnetal, 1984.
benzoiques) Antioxydantes Hayase et Kato, 1984.
Coumarines Protectrices vasculaires et antioedémateuses |MabryetUlubelen, 1980.
Flavonoides Antitumorales Stavric et Matula, 1992.

Anticarcinogenes Dasetal, 1994.
Anti-inflammatoires Bidet et a., 1987.
Hypotenseurs et Diurétiques Bruneton, 1993.
Antioxydantes Aruomacet al., 1995.
Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux Bruneton, 1993.
Proanthocyanidines  |Effets stabilisants sur le collagene Masqguelier et a, 1979.
Antioxydantes Bahorun et al, 1994 et 1996.
Antitumorales DeOliveiraet d., 1972.
Antifongiques Browmee et al., 1992.
Anti-inflammatoires Kreofsky et a., 1992.
Tanninsgalliqueset  |Antioxydantes Okudaetal, 1983.
Catéchiques Okamuraet al, 1993.

Les mécanismes exacts d’action des polyphénols dont particulierement les flavonoides
et les isoflavanoides dans la prévention des cancers sont encore mal connus; mais leurs effets
potentiels anticancéreux ont fait I'objet d'un trés grand nombre de travaux. Actuellement,
plusieurs investigations sont consentis surtout a la compréhension du réle des isoflavonoides
dans le traitement de certains cas de cancers hormono dépendent tels le cancer du sein et
de la prostate (Adlercreutz, 2002 ; Dixon, 2004 ; Magee et Rowland, 2004 ; Holzbelerlein
et al., 2005).

En plus des bienfaits déaillés précédemment des poly phénols et leurs larges
contribution sur le bien étre de I’organisme, il a été rapporté que la consommation de 60 a
61.8 mg/jour d’extrait d’isoflavones de soja durant une période variant de 4 a 12 semaines
réduit remarquablement les risques d’ostéoporose chez les femmes post ménopausees
(Scheiber et al., 2001 ; Uesugi et al., 2002). De plus, des études plus récentes menées invivo

chez I’Homme ont montrée que I’augmentation des niveaux d'isoflavones et de flavonoides
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dans les régimes renfermant des quantités identiques en proténes de soja diminue
proportionnellement les concentrations oxydées d’LDL-c plasmatique a I’origines de graves
problémes coronariennes et cardiovasculaires (Middleton et al., 2000 ; Zhuo et al., 2004).
Les flavonoides réduisent en outre I’agrégation plaquettaires et certaines inhibent aussi la
production de thromboxane ce qui contribue a lutter contre les phénoménes de thrombose.
(Middleton et al., 2000)

1.4. Propriétés antimicrobienne et antifongique des poly phénols:

L'échec des microorganismes a coloniser les plantes a souvent été attribué a la présence
des composés inhibiteurs dans les tissus. Ainsi, il est bien établi qu’a I'état frais, I'oignon
soppose efficacement a la prolifération microbienne et peut méme jouer un réle
antimicrobien, notamment vis a vis des bactéries gram positives (Bohm, 1975; Sharmaet al.,
1979 ; Bohm, 1993).

D'apres Shahidi et Naczk (1995), plusieurs composés antibactériens notamment
phénoliques isolés des tissus des plantes jouent un role dans la résistance contre certaines
pathologies connues; l'acide chlorogénique, I’acide protocatéchique et le catéchol (acide
phénolique) exercent des effets inhibiteurs sur la production de toxine de Clostridium

botulium type A et B, la germination des spores de Botrytis et la croissance de mycélium.

De plus, certains extraits acétoniques riches en di-C-glycosyliques e  C-
diglycosylflavones ont montrés des effets antibactériens sur deux bactéries gram positives :
Sarcina lutea et Bacillus subtilis; aors que les extraits éthanoliques riches en mono C -
glycosylflavones ont dévoilé un effet antibactérien sur une seule espéce bactérienne gram
négative a savoir : Escherichia coli. Ces extraits n’ont pas d’effets inhibiteurs sur les germes
Bacillus pumilus, Brodetella brochiseptica, et Staphylococcus aureus. (Miyaichi et
Tomimori, 1994). D’autre part, (Afifi et al., 1997) rapportent que le C-Glycosylflavones

peut exercer une activité antimicrobienne contre E. coli et Staphylococcus aureus.

Par ailleurs, les flavonoides présentent une activité antifongique plus éevée en
comparaison avec les équivalents d’isoméres d’isoflavanes et d'isoflavones. En outre, les
dérivés de I'acide benzoique tel que le 2,5 acide dihydroxy-benzoique savéerent meilleur
inhibiteur contre plusieurs moisissures (Weidenborner et al., 1990). D'apres ces méme
auteurs les flavones et les flavonones exercent une activité antifongique plus élevée contre
I' Aspergillus sp que les isoflavones. Auss, il s’avére que les flavonones peuvent méme

inhiber la germination des spores de Rhizosporus Artocarpi et Fusarium Oxysporium. En
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revanche, les isoflavones ont montré une tres haute activité antifongique contre Solani
rhizoctoria et Sclerotium volfsu.

Les isoflavonoides, particulierement les pterocarpanes, isoflavanes, isoflavones et
isoflavanones sont extrémement toxiques pour |es micoorgani smes fongiques pathogenes. Ces
flavonoides agissent en empéchant la germination des spores fongique, I’élongation et la
croissance des hyphes en endommageant le systéme membranaire (Skipp et Bailey, 1977 ;
Higgins, 1978). D'autres composés tels que les isoflavonoides de kievitone et de phaseolline,
les flavanes, les flavanones, le 3-hydroxyflavanones et les flavonols inhibent la croissance
mycdlien (Van Etten et Bateman, 1971).

Globalement, les phénols agissent par un mécanisme physique, physico-chimique, ainsi
gue biochimique sur les micro-organismes et leur action inhibitrice est basée surtout sur une
multiplicité dinfluences individuelles affectant : I’ADN, la synthése protéique et I’activité de
certaines enzymes cellulaires (Luck et jager, 1997).

Les phénols sont capables dinactiver certaines enzymes clés dans le métabolisme
cellulaire des especes fongiques. Ces composes réagissent au niveau des membranes cellulaire
en inhibant particuliérement les réactions de phosphorylation oxydative ; aors que d'autres
sont des inactivateurs de certaines enzymes extracellulaires sécrétées par les champignons
(Lattanzio et al., 1994). De méme, les phénols peuvent attaquer la membrane cellulaire en la
perforant, ce qui se traduit par une augmentation du flux des protons vers l'intérieur de la
cellule et un accroissement des besoins en énergie des microorganismes (Luck et jager,
1997).

Le caractére lipophile des produits phénoliques est important pour lutter contre les
especes fongiques responsables de I'altération des fruits et Iégumes. 1l détermine le pouvoir de
pénétration de ses substances atravers les membranes biologiques. Ainsi, plus ces composes
sont insolubles dans la fraction lipidique plus leurs activité antifongique est considérable
(Lattanzio et al., 1994). Apparemment, |es différences de composition en lipides de la paroi
cellulaire des microorganismes peuvent expliquer en partie les variations d’activités

inhibitrices entre les bactéries gram positives et gram négatives (L uck et jager, 1997).

Les activités anti-microbiennes exigent aussi une certaine solubilité de ces
substances phénoliques dans I'eau. En effet, (Luck et jager, 1997) avancent que le milieu
aqueux favorise la croissance du micro-organisme et la substance anti-microbienne doit étre

impérativement hydrosoluble afin qu’elle puisse traverser la paroi de la cellule bactérienne.
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2. Leshuiles essentielles des plantes
2.1. Définition

Le terme huiles essentielles (HES) dérive de « quintaessentia », un nom donné par le
medecin suisse Paracelsus aux extraits de plantes obtenues par distillation, il signifie la
fragrance et la quintessence de la plante. Il s’agit des mélanges de substances organiques
aromatiques, volatiles, odorantes, de consistance huileuse et sensible & la décomposition sous
I’effet de la chaleur qu’on trouve naturellement dans diverses parties des vegétaux (Lardry et
Haberkom, 2007).

2.2. Localisation chez les plantes

Les huiles essentielles sont rencontrées dans divers familles botaniques et n’existent
quasiment que chez les végétaux supérieurs. Elles se localisent dans toutes les parties vivantes
de la plante et se forment dans le cytoplasme de cellules spécialisées. Le végétal aromatique
fabrique de faibles quantités des huiles essentielles dans ses cellules excrétrices, de 0.01% a
5% de son poids, qu'il concentre ensuite dans des cellules (dite cellules a huiles essentielles) «
Lauraceae», dans des poils sécréteurs « Lamiaceae», dans des poches sécrétrices « Myrtaceae
ou Rutaceae » ou dans des canaux secréteurs « Apiacieae ou Asteraceae » Situées dans
certaines parties (soit endogénes soit exogenes) du végétal a savoir : fleur, fruit, feuille, tige,
rhizome, écorce...etc. (Dorman et Deans, 2000).

2.3. Composition chimique

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et variables de constituants qui
appartiennent de fagon quasi exclusive, a deux groupes de biosynthese: le groupe de
terpénoides et le groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Figure 14). La
structure des composés des huiles essentielles est constituée d’un squelette hydrocarbonég,
constituant une chaine plus ou moins longue. Sur ce sgquelette de base est souvent présent un
ou plusieurs sites fonctionnels semblables ou différents. La majorité des sites fonctionnels
sont des sites oxygénés avec un ou plusieurs atomes d’oxygene, pour quelques groupes

fonctionnels azotés ou soufrés (Guenter, 1975).

Les HES contiennent jusgu'a un millier de composes (Belaiche, 1979) dont 20 a 60
composés seulement peuvent se retrouver dans les plantes aromatiques a des concentrations
différentes. De plus, les HES contenues chez ces plantes, sont caractérisés par deux ou trois

COmposes majoritaires avec des concentrations nettement plus élevées (20-70%) par rapport
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aux autres composés présents en faibles quantités. Généralement, les composés magjoritaires
déterminent le chémotype (ou chimiotype) a I’origine des propriétés biologiques des huiles
essentielles de la plante (Bakkali et al., 2008). Par exemple, les huiles essentielles
chémotypes (H.E.C.T) de Thymus wulgaris a carvacrol est connue pour son activité
antiseptiqgue majoritairement ; alors que I’H.E.C.T. de Thymus wulgaris a thymol a des
propriétés anti-infectieuses majeures (Franchomme et al., 2001).
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Figure 14. Importantes structures chimiques des huiles essentielles (Bakkali et al., 2008).
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2.4. Facteursdevariation de la composition et du rendement des huiles essentielles

Les plantes d’origine peuvent produire des essences plus au moins différentes, tant au
niveau de leur composition, qu’au plan du rendement en principaux composés bioactifs. Cette
variabilité est fondamentale car les activités biologiques qui découlent peuvent étre tres
différentes d’une huile essentielle & une autre. Cette variabilité peut s’expliquer par différents
facteurs d’origine intrinséque ou extrinseque (Wegrzyn et Lamendinh, 2005).

D’une fagcon genérale, la teneur en huile essentielle ainsi que sa composition peuvent
varier surtout selon I’espéce végétale considerée. Toutefois, pour une méme espéce donnée la
proportion des différents éléments constitutifs de I’huile essentielle peut varier de fagon
importante tout au long du cycle de développement végétatif. De plus, indépendamment du
stade de récolte, tous les HES de la méme espece végétal e peuvent renfermer une composition
variable selon leurs localisation dans les différentes parties de la plante (fleur, feuille, racine,
tige, écorce...etc.) (Dorman et Deans, 2000 ; Fellah et Clifford, 2006).

Par ailleurs, il est bien établi qu’une méme espece végétale peut fournir des huiles
essentielles de compositions chimiques différentes (Couic-Marinier et L obstein, 2013) dues
surtout au mode d’extraction utilisé et a certains facteurs environnementaux(altitude,
ensoleillement, nature du sol, saison...) (Wegrzyn et Lamendinh, 2005 ). En effet, un climat
sec et ensoleillé favorise leur production et constitue la cause principale pour laquelle les
plantes sont plus riches en huiles essentielles. Le taux d'humidité, la pluviométrie et les
conditions édaphiques (composition du sol) représentent aussi autant de facteurs potentiels
qui peuvent faire varier la composition chimique en HES d’une plante aromatique (Fellah et
Clifford, 2006). Pour la méme espece, de méme génotype et de méme stade de
dével oppement, les principaux facteurs extrinseques dont le climat (température et lumiere) et
la composition du sol peuvent engendrer des modifications quantitatives et qualitatives
importantes en huiles essentielles. La composition chimique en huiles essentielles peut varier
auss en fonction du cycle circadien et des saisons (Anton et Lobstein, 2005). L’heure et le
moment de I'année sont également des facteurs importants qu’il faut prendre en considération
lors de larécolte du matériel végétal (L ahlou, 2004).

2.5. Activité antimicrobienne des huiles essentielles

Il est bien connu que les huiles essentielles présentent plusieurs fonctions biologiques :
exercent un chimiotactisme en attirant les abeilles pour féconder les fleurs, par leurs

propriétés fongicides et bactéricides, protégent les parties durables des plantes contre I’attaque
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des microorganismes nuisibles et favorisent aussi, la pollinisation en attirant les insectes
pollinisateurs tout en exercant une action répulsive contre les animaux herbivores
(Franchomme et al., 2001; Walters, 2006).

Les nombreuses éudes ayant démontré les vertus antiseptiques des huiles essentielles
aussi bien sur les bactéries, les champignons pathogenes que les virus (Safaei-Ghomi et Ahd
2010 ; Intertex Belletti, 2010) s’accordent toutes a dire qu’elles peuvent constituer une
thérapie naturelle & moindre colt en remplacement aux traitements conventionnels aux

antibiotiques.

Lorsque |'on parle d'activité antimicrobienne, les huiles essentielles peuvent soit induire
une activité microbienne |étale dite bactéricide ou occasionner une inhibition de la croissance
du germe dite activité bactériostatique. Le plus souvent, I'action des huiles essentielles est
assimilée a un effet bactériostatique. Cependant, certains de leurs constituants chimiques
semblent avoir des propriétés plutbt bactéricides (Walsh et al., 2003; Kunle et al., 2003;
Zhiri, 2006).

Cette activité biologique est liée ala composition chimique des huiles essentielles, aux
groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composeés terpeniques et
cétoniques) et aleurs effet synergiques (Didry et al., 1993 ; Lahlou, 2004).

Les composés avec la plus grande efficacité antibactérienne ayant le plus large spectre
sont les phénols (thymol, carvacrol et eugénol) (Dorman et Deans, 2000 ; Pibiri, 2006) qui
agissent en entrainant notamment des lésions irréversibles sur les membranes des bactéries et
sont en particulier utilisés dans les infections bactériennes, virales et parasitaires, quel que soit
leur localisation (Zhiri, 2006).

Les alcools, (o-terpineol, terpinen-4-ol, linalol), avec 10 atomes de carbones ou
(monoterpénols) viennent immediatement aprées les phénols, en termes dactivités
antibactériennes et sont également des antifongiques efficaces maisils doivent étre utilisés sur
de plus longues périodes (Dor man et Deans, 2000 ). Ils sont généralement plus connus pour
leur activité |étale que bactériostatique sur les cellules végétatives, en dénaturant les protéines
((Dorman et Deans, 2000).

Des études fondamentales ont également montré que les alcools et les lactones
sésquiterpéniques présentent une activité antifongique trés intéressante au méme titre que les

monoterpénols (Dorman et Deans, 2000). Les aldéhydes, enfin, fortement électronégatif a
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double liaison, sont de puissants agents antimicrobiens en réagissant avec les composeés nitrés
vitaux (protéines et acides nucléiques) des bactéries (Degjobert et al., 1997).

L’action bactéricide des huiles essentielles sur la cellule bactérienne demeure encore
insuffisamment élucidées (Lakhdar et al., 2012) et peut étre expliquée par plusieurs

mEécani Smes :
-Précipitation des protéines et des acides nucléiques (Rafi et al., 1994).

-Inhibition de la synthése des macromolécules (ADN, ARN, protéines et

peptido-glycanes (Combe et al., 1988).

-Inhibition de la perméabilité membranaire sélective (Bouchikhi, 1994) et
détérioration membranaire.

-Inhibition de la glycolyse et déplétion potassique (Cox et al., 1998).
-Modification de la morphologie de la cellule bactérienne (Pattnaik, 1995).

-Absorption et formation d’un film autour de la cellule bactérienne avec
inhibition des processus de respiration, d’absorption et d’excrétion (Rafi et al.,
1994).
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Conclusion de I’étude bibliographique

La flore orale est un écosysteme complexe riche en bactéries. 700 especes sont
capables de la coloniser. Cette flore varie en fonction de I’age, du site de prélévement et de la
situation clinique (Chardin et al., 2006). Parmi les bactéries les plus fréguentes de la cavité
buccale, on retrouve surtout les germes Streptococcus salivarus, Streptocoque mutans,
Streptococcus oralis et Streptococcus sanguis colonisant les surfaces dentaires, ainsi que le
genre Actinomyces, qui colonise la salive, les muqueuses, la langue et les cryptes
amygdaliennes (Tibi, 2010 ; Lasfagues et Colon, 2010). Cette flore buccale se caractérise
par sa stabilité ou « homéostasie microbienne » qui est le reflet d’un équilibre dynamique
entre la flore et I’environnement oral. Tout changement majeur au niveau de I’h6te entrainant
un déséquilibre aura pour conséquence I’apparition des maladies infectieuses dont (carie
dentaire, parodontite, gingivite...etc.).

De nos jours, la médecine traditionnelle recommande I’utilisation des batonnets de tige
ou de racine de Salvadora persica connus sous le nom de Miswak non seulement comme
moyen pour le nettoyage buccal pouvant prévenir efficacement I’installation des caries
dentaires et les inflammations de la gencive; mais aussi pour traiter certaines maladies
chroniques telles: la splénomégalie, le rhumatisme, les tumeurs, la gonorrhée, les calcules
rénaux, la gastrite, le diabéte ...etc.

Les connaissances profondes sur les principaux composés du Miswak restent jusqu'a
présent tres limitées et ses principes actifs ayant servi dans les différents tests biologiques
ainsi qu’antimicrobiens sont le plus fréguemment extraits soit & I'eau ou a I'éthanol ; les
solutions d’extractions alcooliques semblent efficacement plus inhibiteurs de la croissance des
germes gque ceux a |'eaw.

D’une maniére générale, il est retrouvé dans ces solutions de nombreux composés
anioniques potentiels (tels: chlorures, sulfates, sulfocyanate et nitrates), du N-benzyl-2
phenylacetamide, du Benzylisothiocyanate, du NaCl, du KCI, des substances organiques
sulfurés (salvadourea et salvadorine) et le triméthylamine (un acaloide) présentant une
activité  inhibitrice certaine contre plusieurs germes de la cavité buccae comme:
Streptococcus mutans, Streptococcus faecalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Treponema denticola, Fusobacterium nucleatum, Eikenella corrodens et
Campylobacter rectus (Al-Bayati and Sulaiman, 2008; Noumi et al., 2010; Padma et al.,
2012; Alili et al., 2014; Naseem et al., 2014; El-Desoukey, 2015; Saeed Zayed Al-Ayed et
al., 2015; Kawakib, 2016; Kumar et al., 2016; Muhindi et al., 2016)..

Cependant, davantage de recherches sur I’effet d’autres composés antibactériens non
encore identifiés de nature phénoliques, alcaloides et/ou terpéneoides sur la croissance des
germes particulierement cariogénes, ainsi que, dans divers autres domaines d’applications
thérapeutiques doivent étre entreprises sur cette espéce végétae.
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Partie 2 : Méhodologie

1. Objectifs

L’expérimentation a éé orientée tout d’abord en vue de faire une caractérisation
physicochimique du sol de la zone de I’étude ainsi que de la composition chimique de

I’espece végétale expérimentale (Salvadora persica).

Une éude phytochimique, complémentaire, a été aussi entreprise dans le méme sens
d’idée afin de compléter les connaissances sur les multiples composeés bioactifs que peut

contenir I’espece Salvadora persica.

Les efforts ont éé dirigés, ensuite, vers I’évaluation in vitro des effets antimicrobiens
des extraits du Miswak riches en de multiples composés bioactifs (polyphénols et huiles

essentielles) sur quelques germes de référence responsables des infections buccodentaires.

Enfin, une derniere é&ude a éé consacrée a concevoir des bains de bouche a base
d’extraits agueux de Salvadora persica afin de suivre leurs efficacités hygiéniques chez les

patients accusant une carie dentaire.
2. Régions de prélévement et traitements préiminaires des échantillons

A lafin du mois de septembre 2006 et du mois d’octobre 2008, des prises d’échantillons
de Salvadora persica, a raison de cing (05) arbustes, ont été préevés, respectivement, d’une
maniére aléatoire, dans la région d’Arak, aAin Salah au Sud d’Algérie, située 23°.70  Est de
longitude et & 25°.28 Nord de latitude (Figure 15).

Une fois prélevés, les arbustes de Miswak sont par la suite coupés en batonnets de tige
et de racine de 10 a 12 cm de longueur, étalés sur du papier journal, séchés a I’air ambiant
durant deux semaines, puis traités aux rayons UV dans une héte afin de détruire tous germes

de contamination et enfin stockés a-18°C jusqu’aux analyses ultérieures.

Des prises d’échantillons (au nombre de 10) de sol de poids équivalents a 2 kg chacune
ont été également réalisées d’une maniere aléatoire aux quatre points cardinaux (Nord, Sud,

Est et Ouest), respectivement, dans la zone de prélévement de |a plante expérimentale.
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Figure 15. Région de prélévements des échantillons expérimentaux.

3. Méthodes d’extractions des composeés bioctifs de Salvadora persica

Selon Almas et Al-Bagieh (1999) et Almas (2001), les extraits bruts a I’eau agissent
gén&alement sur la croissance bactérienne notamment de Sreptococcus mutans et
Streptococcus faecalis a des taux d’extractions de 59/100ml de matiére vegétale de Kikar

(Acacia arabica) provenant du Pakistan et de I’Arak (Salvadora persica) d’Arabie Saoudite.

Dans le cas d’une premiére approche expé&imentale, I’extraction des principaux
composés phénoliques de Salvadora persica ont été établies sur des prises de poids en six
répétitions de chagque partie de la plante expérimentale (racine, tige et écorce) araison de (0;
25;5;75;10;125; 15 et 17.59), successivement. Les échantillons une fois broyés ont été
soumis a une extraction hydro alcoolique des polyphénols constitutifs par la méthode décrite
par Sultana et al. (2009). Apres broyage d’une prise d’échantillons (racine, tige ou écorce) et
addition d’une solution agueuse d’éthanol a 80% (03 X 33.33ml, 80/20, éthanol/eau, v/v), le
mélange est laissé macéré durant O6heures a température ambiante sous agitateur orbital,

puis filtré sur papier filtre Watman N°4. L’éthanol de la solution hydro alcoolique du filtrat
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est évaporé sous vide a 45 °C et la solution obtenue est mise enfin dans un tube en verre

entouré d’un papier aluminium pour empécher I’oxydation des phénols.

Dans une autre approche expérimentale, I'extraction des principaux composes bioactifs
a été effectuée uniquement sur la tige de la plante, qui s’avere contenir a priori plus de
polyphénols que la racine et |'écorce. L'extraction de ces composes bioactifs de latige a été
réalisée par usage d’un solvant polaire a savoir I’éthanol. Elle a été effectuée sur des prises
d’échantillons de 10 g en triples répétitions de matiére végétale broyée. Chague échantillon
de poudre de tige de Salvadora persica a été mélangé avec 100 ml de solvant agueux (80/20,
solvant / eau, v / v). L’extraction par macération afroid de chague mélange est laissée ensuite
se poursuivre pendant 6 heures a température ambiante sous agitation. La durée de
I'extraction favorise ainsi la dépolymérisation des principaux composés constitutifs de la
plante tels que la lignine ains que les substances pectiques et permet une meilleure
solubilisation des principaux composés bioactifs. Les extraits hydro alcooliques ont été
filtrées en utilisant un papier filtre Whatman ayant une porosité de 0,2um et débarrassés du
solvants par évaporation sous vide a 45 °C (Sultana et al., 2009). Les extraits pursriches en
composeés bioactifs récupérés ont été enfin dilués a I’eau distillée stérile a des taux variables
de 0, 20, 40, 60, 80 et 100%, respectivement. Les effets antimicrobiens de ces solutions
expérimentales ont été enfin testés sur plusieurs germes responsables dans les principales
infections buccales. Les résultats de cette éude sont mentionnés dans I’article joint dans le

manuscrit qui a fait I’objet d’une publication parue dans un journal indexé.

La méthode d’extraction des huiles essentielles a consisté a mettre 10 g de broyat detige
de Salvadora persica seché en contact avec 100 ml d’eau distillée dans un ballon a colle rodé.
Le mélange ainsi préparé est porté a ébullition, puis les vapeurs refroidies ont été récupérées
par condensation dans un autre tube dit I’extracteur de Soxhelet. L’extrait d”huiles essentielles
surnageant I’eau distillée est ensuite séparé par décantation et dilué dans agent émulsifiant a
savoir le TWINE 20 a différentes concentrations 0, 20, 40, 60, 80 et 100%, respectivement.
Les solutions de travail ainsi obtenues sont enfin conservées chacune a I’abri de la lumiére

pour analyses ultérieures.

Dans une derniere expérience les extraits a I’eau de la tige de Salvadora persica ont été
utilises comme solutions de bains de bouche pouvant assurer I’hygiene buccale chez des
patientes accusant une carie dentaire. Des aliquotes de broyat de matiére végétale de latige de
0, 25,5, 7.5, 10, 12.5, 15 et 17.5g ont é&é soumises respectivement a une extraction a froid

durant 24 heures dans 100ml d’eau dessillee déminéralisée. Le mélange de chaque solution a
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été ensuite centrifugeé et filtré sur coton stérile en vue de récupérer les solutions limpides
d’extraction appelées aussi bains de bouche qui devront étre conserveées au froid a 4°C et dont

la durée d’utilisation ne doit pas excéder une semaine. (Al-lafi e¢ Ababneh, 1995).
4. Critéres d’inclusion des malades touchés par la carie dentaire

40 étudiantes résidents ala cité universitaire de Mostaganem, agés entre 20 et 25 ans et
atteintes de caries dentaires ont été impliquées dans I’étude. Les sujets ont été répartis en 8
groupes de 5 individus. Il est demandé a chaque groupe de personnes de rincer au quotidien, a
raison de trois (03) fois par jour durant une durée d’un mois soigneusement la bouche
pendant au moins 6 minutes avec exactement 06ml de I’une des solutions de bain de bouche

préparée comme préal ablement.

A la fin de la thérapie, au 30°™ jour de traitement, les solutions de bains de bouche
aprés ringage buccal, ainsi que des prélévements d’échantillons de germes par écouvillonnage
sur les surfaces des dents nettoyées ont été récupérées chez chague patientes et orientées

ensuite a des fins d’analyses microbiologiques.
5. Activation desinocula microbiens:

L’étude a concerné une espéce de levure réputée étre responsable de candidose buccae
chez les hommes immunodéprimés touchés particulierement par le sida (Pappas, 2006 ;
Pfaller et Diekema, 2007). Il s’agit d’une souche de référence de Candida albicans
figurant sous le code (ATCC 10231) dans la banque des données de I’institut pasteur d’Alger
(Algérie). L’espéce microbienne est tout d’abord activée avant son utilisation expérimentale.
A I’aide d’une anse a platine, un préléevement de la souche de Candida albicans est effectué
sur le milieu gélosé de conservation, celui-ci est ensuite cultivé dans 10 ml de bouillon
nutritif a 37°C durant 03 heures, puis 0.2 ml de cette derniére solution est pris pour étre
ensemencé en surface d’un milieu solide gélosé spécifique de Sabourauld et le mélange est

enfin incubé a 37°C pendant 24 heures.

Les effets inhibiteurs des extraits de Salvadora persica ont été testés également sur la
croissance de certaines autres espéces microbiennes a I’origine de multiples infections
buccodentaires (parodontite, gingivite et caries dentaires) dont Lactobacillus casel,
Streptococcus mitis, Sreptococcus mutans, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
feacaliset Saphylococcus aureus (Naseem et al., 2014 ; El-Desoukey, 2015; Saeed Zayed
et al., 2016; Kawakib, 2016; Kumar et al., 2016; Muhindi et al., 2016). Ces especes
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microbiennes de référence conservées au préalable au froid a 4°C dans un milieu gélosé de

conservation ont été tout d’abord activées chacune a 37°C durant 03 heures dans 10 ml de

bouillon nutritif. Chague espéce activée est ensuite cultivé soit en surface ou en profondeur

sur un milieu gélosé spécifique a des températures d’incubation de 37°C pendant 24 heures

(Tableau 08).

Tableau 08. Souches de références testées

Types de souches Four nisseur Référence Milieu de culture " Type
ensemencement
Lactobacillus casei ATCC334 MRS (Man, Rogosa
et sharpe)
Lal food probiotics and
health ingredients in food-
. 114 th Terr. 66210
Streptococcus mitis Overland park (KS) ATCC6249
M 17
Streptococcus mutans ATCC700610
Surface
Lyo-San. Inc.
. - CP 598, 500 bd de
Saphylococcus epidermidis I"aéroparc LACHUTE, ID32 Staph. test Chapman
Québec, JBHAG4
Saphylococcus aureus ATCC33862 Baird parker
Laboratoire régional de
meédecine vétérinaire
Streptococcus feacalis Mostaganem Algérie Souche Clinique Slanetz Profondeur
Candida albicans Institut pasteur d”Alger- ATCC 10231 Sabourauld Surface

Algérie
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6. Méthode de contact direct

Une colonie de chaque espéece de microorganismes activés sur milieux solides gélosés
spécifiques comme préalablement est prélevée a I’aide d’une anse a platine stérile, chacune
est ensuite ensemencée dans un tube contenant 10 ml de bouillon nutritif, suivi d’une
incubation a 37°C durant 03 heures. A partir de ces dernieres solutions dont chacune
constitue une solution mére d’une bactérie ou levure donnée, des dilutions décimales
isotopiques croissantes dans I’eau physiologique ont été effectuées ; allant & 10" pour les
Sreptococcus mitis et Sreptococcus mutans, & 104 pour Candida albicans et & 10™ pour les
autres germes  étudiés a savoir: Lactobacillus casel, Saphylococcus epidermidis,
Streptococcus feacalis et Saphylococcus aureus. Des prélevements de 01 ml de chaque
derniére dilution décimale sont ensuite individuellement ajoutés a 09 ml d’une solution d’eau
distillée stérile (témoin) et a 9 ml de chaque extrait expérimental de Salvadora persica. Les
mélanges des solutions sont enfin ensemencees respectivement a raison soit de 0.2 ml en
surface ou de 1 ml en profondeur de trois boites de Pétri renfermant le milieu spécifique de
croissance pour chague espéece microbienne. La lecture du nombre de colonies dével oppé est
effectuée aprés incubation des milieux ensemencés a 37°C pendant 72 heures pour les
Lactobacillus casel, ains que pour Candida albicans et apres 24 a 48 heures pour les autres

germes étudiés (Bour geois et L eveau, 1980).
7. Testsdediffusion sur disques

Les disgues sont confectionnés a partir de papier filtre (Whatman n° 3), a raison de
5mm de diamétre. Pour éviter tous risques de contamination aux germes exogenes au cours
de I’expérimentation les disques sont mis dans un tube en verre stérile et stérilisés a 120°C

pendant 15 minutes dans un four pasteur.

Une colonie de chague espéce microbienne étudiée est prélevée du milieu gélosé
spécifique de croissance aprés activation, puis chacune est ensemencée dans 10 ml de
bouillon nutritif; les mélanges constituent les solutions meres des différentes especes
bactériennes étudiées. Des prises de volume d’1ml de ces derniéres solutions sont étalées
séparément en surface de plusieurs boites de Péri contenant le milieu spécifique de
croissance de chaque bactérie. A raison de trois disgues imbibés pendant 5 minutes dans
chague solution d’extraction (aqueux, a I’hexane et alcoolique de racine, tige et écorce) de
Salvadora persica, ains que dans une solution contenant soit un puissant fongicide dont la
fungizone (Prescott et al., 2003) ou un fort antibiotique dont la gentamicine sont ensuite
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déposés successivement a la surface de chaque boite de Pétri contenant le milieu gélosé
spécifigue ensemence au germe concerné. La lecture des diameétres d’inhibition est effectuée

apres incubation des boites de Pétri a 37°C pendant 24 heures (Guignar, 1998).
8. Concentration Minimale I nhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice est la plus petite concentration en antibiotique, en
antifongique et /ou en principes composés bioactifs nécessaires pour inhiber la croissance d’un
microorganisme (Olivier, 2007). Dans le cas de cette étude, c’est les différents extraits de latige du
Miswak contenant différents composés bioactifs selon le type de solvant d’extraction utilisé qui ont
servi pour déterminer les concentrations minimales inhibitrices des principaux espéces microbiennes
testées connues comme étant les plus responsables des maladies buccodentaires chez I’homme
(Naseem et al., 2014 ; El-Desoukey, 2015; Saeed Zayed Al-Ayed et al., 2016; Kawakib,
2016; Kumar et al., 2016; Muhindi et al., 2016). Ainsi, une colonie jeune d’une espece
microbienne donnée est prélevée a I’aide d’une anse a platine dans 10 ml de bouillon nutritif, puis
incubée pendant 03 heures & 37°C en vue d’obtenir I’inoculum. Des prises de 0,2 ml de I’inoculum
sont introduites respectivement dans 2 ml de chaque extrait de tige de Miswak dilué non pas avec
de I’eau mais avec le bouillon Mueller Hinton. Le mélange des tubes contenant les extraits
phénoliques de Salvadora persica préparés a différentes concentrations (0, 20, 40, 60, 80 et 100%) et
I’inoculum du microorganisme sont ensuite incubés a 37 °C pendant 18 a 24 heures (Moroh et al.,
2008). La détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI est effectuée a partir de la
mesure de la turbidité induite par la croissance du microorganisme étudié. La CMI correspondra donc
ala plus petite concentration pour laquelle il y a absence de turbidité. Par conséquent c’est le premier
tube ou la valeur di est égale a df (di = df). Le taux de survie du microorganisme est mesuré au

spectrophotométre réglé a 560 nm comme suit :

_ Gy—di
DDy

S X100

-S: Taux de survie du microorganisme en %.

-df-di: différence de densité optique dans la solution phénolique ensemencée avant et apres
incubation a37°C durant 18 heures.

-Df-Di : différence de densité optique sans extraits de Salvadora persica avant et aprés
incubation a 37°C durant 18 heures (Kra, 2001 ; Zrihi et al., 2007).

9. Concentration Minimale Bactéricide (CMB) et Concentration Minimale Fongicide (CMF)

La concentration minimale bactéricide ou fongicide d’une espéce microbienne donnée
représente la plus petite concentration d’extrait de Miswak qui laisse 0,01% au moins de survivant
de I’inoculum initial aprées incubation (Moroh et al., 2008). Pour sa détermination, le tube témoin

(inoculum microbien) a été dilué & 1’eau physiologique jusqu’a 10™. Cette dilution représente 0,01%
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de survie du microorganisme. Elle est ensemencée par strie de 5 cm sur une Gélose Mueller Hinton
puis incubée a 37°C pendant 24 heures. Le nombre de colonies de levure ou de bactérie obtenu sur la
strie de la dilution 10 est comparé a celui de chaque tube expérimental contenant I’inoculum,
également ensemencé sur le méme milieu de culture en strie de 5cm et incubé a 37 °C durant 18 a 24
heures. Aing, le premier tube expérimental dont le nombre de colonies présent sur sa strie est
inférieur ou égal acelui deladilution 10 correspondra & la CMB en cas d’une bactérie ou & la CMF

en cas d’une levure ou de moisissure.

10. Analyses microbiologiques chez les patientes touchées par la carie dentaire
(Bourgeois et L eveau, 1980).

Au 30" jour de traitement thérapeutique aux différents extraits de bains de boche de
Salvadora persica, toutes les solutions de ringage buccal, ains que des prélevements par
écouvillonnage sur les surfaces des dents nettoyées de chaque patientes incluses dans I’étude

ont été récupéreées et orientées a des fins d’analyses microbiologiques suivantes (Annexel) :

10.1. Germes totaux.

Le dénombrement est effectué aprés une mise en culture d’une prise de dilution sur

milieu gélose nutritive dans une éuve réglée a 30°C durant 24 a 72 heures.

10.2. Staphylococcus aureus.

Les germes sont dénombrés sur milieu Chapman incubé a 37 °C durant 24 a 48 heures.

10.3. Streptocoques fécaux.

Les germes sont dénombrés sur milieu Slanetz incubé a 37 °C pendant 24 a 48 heures.

10.3. Lactobacillus.

Le dénombrement est réalisé aprés ensemencement d’une prise de dilution sur le

milieu spécifique (MRS) incubé a 30°C pendant 24 heures.
11. Analyses physicochimiques.
L es anal yses physico-chimiques ont été effectuées en triples essaiset ont concerné :

(- les échantillons de racine, tige et écorce de Salvadora persica ;

- les extraits bruts et phénoliques de racine, tige et écorce de Miswak ;

A

- et les préévements de sol.

\
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11.1. Analysesdu sol
11.1.1. Matiéreorganique (NF 44- 041)

Cette méthode de dosage permet de déterminer la matiére organique totale dans les
amendements organiques et les supports de culture. Appliquée aux sols, elle inclut également
I’eau de constitution des argiles. L’échantillon est broyé a 2 mm et calciné a 480°C. La perte

de masse par combustion correspond ala combustion de la matiére organique.
11.1.2. Potentiel d’hydrogéne, pH (Code interne; procédure n° ps0905, CIRAD., 2004)

Cette méthode instrumentale de mesure en routine du pH est appliquée a tous les types
de sols séchés a I’air. Une mise en équilibre ionique est réalisée entre la phase solide et la
phase liquide. La mesure est effectuée dans des conditions déterminées (rapport
sol/solution=1/2,5) de la différence de potentiel existant entre une électrode de mesure et une
électrode de référence plongées dans une solution aqueuse en équilibre avec I’échantillon de

sol (Annexell).
11.1.3. Granulométrie (Aubert, 1978)

Cette technique permet de déterminer les différentes classes de particules minérales en
se référant a leur taille. L’échelle utilisée est celle d’ATTERBERG qui donne 5 classes de
particules :

-Argiles: 0a2 um,

-Limonsfins: 2a20 um

-Limons grossiers: 20 a 50 pm,

- Sablesfins: 50 2200 pm,
-Sables grossiers : 200 ym a2mm.

L’analyse consiste en une mise en suspension dans I’eau des particules apres destruction
de la matiére organique et des agrégats et dispersion des particules d’argile. Les particules
sont, par hypothése, supposées avoir toutes la méme densité et une forme sphérique. Cette
suspension éant stabilisée dans des conditions bien définies, la séparation des différentes
classes s’effectue par sédimentation gravitaire pour les fractions fines (<50um) et par

tamisage pour les fractions supérieures.

Le pourcentage de sables grossiers, sables fins, limons grossiers, limon fins et d’argile
est déterminé aprés solubilisations périodiques d’une prise d’échantillon de sol dans de I’eau

oxygeénée a20 % (Annexelll).
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11.1.5. Conductivité (1 SO 11265, 1995)

La mesure est réalisée a I’aide d’un conductivimétre et la lecture est directe selon
I’échelle de lecture sélectionnée. L’appareil est étalonné par rapport a une solution de KCI a
56mg/l dont la conductibilité est de 100 uS/cm a 25°C. Elle indique le degré de salinité des
sols. (Annexe V)

11.1.6. Dosage de I’azote totale (NF ISO 11261, 1995)

Cette méthode permet de transformer I’azote organique d’un échantillon de sol en azote
minéeral [sulfate d’ammonium, (NH3)>SO4)] sous I’action de I’acide sulfurique concentré a
chaud en présence de catalyseurs appropriés. L’azote est ensuite déplacé du sulfate
d’ammonium par I’action d’une lessive de soude. Le NH3 formeé est entrainé par distillation et
recueilli dans une solution aqueuse d’acide borique. En fin de distillation la solution borique

ammoniacale est titrée par une solution chlorhydrique. (Annexe V)

11.1.7. Calcairetotal (NF 1SO: 10693, 1995)

L’acide chlorhydrique est ajouté a un échantillon de sol, pour décomposer tous les
carbonates présents. Le volume de gaz carbonique dégagé est mesuré a I’aide d’un calcimétre
BERNARD et est comparé au volume de gaz carbonique produit par du carbonate de calcium
pur. Pour éviter de faire des corrections pour des différences de température et de pressions,
toutes les mesures sont réalisees dans les mémes conditions. La teneur en carbonate est
exprimée par la concentration équivalente de carbonate de calcium (CaCO3). En fait, on
mesure tous les carbonates et bicarbonates présents dans I’échantillon. (Annexe VI)

11.1.8. Phosphor e assimilable (NF X31-161, 1999)

Cette méthode permet la mise en solution partielle du phosphore par une solution
d’oxalate d’ammonium. Elle s’applique en principe a tous les types de sols dont le pH est
supérieur a 6,80. L’extraction des formes de phosphore soluble est effectuée par une solution
d’acide. La durée d’agitation est de 2 heures. La teneur en phosphore dans une solution

limpide est mesurée par un spectrophotométre a 660nm. (Annexe VI1)
11.2. Analysesdelaracine, tige et écor ce de Salvadora persica
11.2.1. Matiére seche (NF V03-903, AFNOR., 1985)

Une prise d’échantillon est desséchée jusqu’a masse constante dans une étuve
isotherme & une température voisine de (105 °C + 1 °C) pendant au moins 24 heures. Le taux
de matiere séche est donné comme suit:
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%M =-2x100
My

-M1 : Poids de la prise d’échantillon avant dessiccation.
M. : Poids de la prise d’échantillon aprés dessiccation.

11.2.2. Dosage des cendres bruts (NF V18-101, AFNOR, 1985)

La teneur en cendres est conventionnellement le résidu de la substance apres

destruction de la matiére organique par incinération pendant 3 a 4 heures a 550 °C dans un
four amoufle.
m-my

Teneur en cendre (en % de la matiére brute) = leDU
-

- My : Masse en gramme du creuset vide.
- my : Masse totale en gramme du creuset contenant la prise d’essai.
- m : Masse en gramme du creuset et les cendres bruts.

11.2.3 Matiére organique

La matiére organique est déterminée par différence entre la matiere seche et la matiére

minérale.

S =M 100

M. Q. (% matiére initiale) =

M. 0. (% matiére seche) ="X100

M.O : Matiére organique

m : Masse du creuset apreés refroidissement moins latare
S: Masse du creuset sorti du dessiccateur moins latare.
E : Masse de lamatiere végétale

11.2.4. Détermination des Composes Phénoliques Totaux (CPT) (Chaovanalikit et
Wrolstad, 2014).

La teneur en composes phénoliques totaux des extraits a I’éhanol de la tige de

Salvadora persica a été évaluée a l'aide du réactif Folin-Ciocalteu. Les extraits phénoliques

57



Partie 2 : Méhodologie

récupérés en solution sont évaporés dans un lyophilisateur pour ne pas endommager les
principaux composes bioactifs, on mélange ensuite les extraits bruts récupérés (50 mg) avec
du réactif Folin-Ciocalteu (0,5 ml) et de I'eau ditillée (7,5 ml). Le mélange a éé maintenu a
la température ambiante pendant 10 minutes puis on a gjouté 1,5 ml du carbonate de sodium a
20%. Le mélange a été chauffé ensuite dans un bain marie 240 ° C pendant 20 minutes et puis
refroidi dans un bain de glace. La teneur en CPT de la tige de Salvadora persica a été
calculée enfin suite au dosage du mélange apres refroidissement au spectrophotometre réglé a
une absorbance de 730 nm et ce en se référant a une courbe d’étalonnage réalisée avec de
I’acide gallique. Tous les échantillons ont été analysés en trois répétitions et les résultats ont
été exprimés en mg Equivaents dAcide Galique (EAG) / 100 g de Matiere Seche (MS) de
I’espece végétale étudiée [mg EAG / 100g MS] ou en mg Equivalents dAcide Gallique
(EAG) / 100 ml d’Extrait hydro-alcoolique (EHA) [mg EGA / 100 ml EHA].

11.2.5. Profil des poly phénols
a/ Broyagetamisage:

Le broyage de latige et de laracine de Salvadora persica est effectué avec un broyeur
abilles (PM 200 Broyeur planétaire a billes). ; alors que celui de I’écorce est réalisé avec un
broyeur a meules (KRUPS GV X 2 — Burr Grinder). Les broyats sont ensuite tamisés avec un

tamis ayant des mailles de - 1mm de diamétre.
b/ Extraction et filtration (Jerez et al., 2006)

02 g de poudre d’écorce, de racine ou de tige est dissoute dans 100 ml de méthanol a
98° (CARLO ERBA ; Milano, Italie). Le mélange disposé dans des flacons de 100 ml avec
une agitation a 140 rpm est laisse a température ambiante (au lieu seulement pour une
période de six heures) pendant une durée d’extraction de 20 heures; en raison du caractére
ligneux des échantillons traités, la longue durée d’extraction favorisera la dépolymérisation
des principaux constituants (dont la lignine, les substances pectiques) et une meilleure
solubilisation progressive des poly phénols). Les extraits phénoliques sont ensuite filtrés sur
(filtre cellulose nitrate - SARTORIUS) de porosité de 0,2um.

C/ Conditions chromatographique

Les principales conditions d’Identification du profil des poly phénols de Salvadora

persica par Chromatographie Liquide Haute Pression (CLHP) sont résumées comme suit :
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Détermination par HPLC modéle SHIMADZU

Gradient concentration phase mobile

Duréeen min 0 35 40 45 50 55
M éthanal 5 75 100 100 5 5
Acide phosphorique 2Mm 95 25 0 0 95 95

Longueur d’onde de détection : 327nm
Débit : 1 ml / min

Colonne : Lichrospher ODS2 5um 25 cm
Température de la colonne : 30°C
Volume d’injection : 20 pl

L es étalons standards disponibles utilisés sont :

C3Q Acide 3-OCaffeoylquinique
C5Q Acide 5-OCaffeoylquinique
C4Q Acide 4-OCaffeoylquinique
F5Q Acide 5-OFeruloylquinique
Di3,4CQ |Acide 3,4-ODcaffeoylquinique
Di3,5CQ |Acide 3,5-ODcaffeoylquinique
Di4,5CQ |Acide 4,5-ODcaffeoylquinique

Acides
chlorogéniques

Kaemphérol Flavonol
Narengénine Flavanones
Quercétine Flavonol
Catéchine Flavonol
Epicatéchine Flavonol
Trigonelline Alcaloide
Théobromine Alcaloide

Cafeine Alcaloide

11.3. Analyses sur les extraits bruts a I’eau de Salvadora persica

11.3.1. Potentiel d’hydrogéne.

Le pH est mesuré par I’entremise d’un pH mettre réglé au préalable avec deux solutions

I’une acide et I’autre basique.
11.3.2. Nitrates (Rodier, 1984).

En présence de sdlicylate de sodium, les nitrates donnent du paranitrosonylate de

sodium coloré en jaune et susceptible d’étre dosé par colorimétrie 2415 nm (Annexe VII1).
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11.3.3. lons Sulfates : (NF T 90-040, Septembr e 1986).

Le principe est basé sur la précipitation des ions sulfates en présence de chlorure de
baryum en milieu chlorhydrique a I’état de sulfate de baryum, puis d’une stabilisation du
précipité a I’aide d’un agent stabilisant.

La mesure néphélométrie de la solution d’essai s’effectue a une longueur d’onde de
650 nm et la détermination de la concentration en sulfates contenus dans I’échantillon est

réalisée par comparaison a une courbe étalon (Annexe | X).
11.3.4. lonsChlores: (NF T 90-014, Février 1952).

Le principe consiste a doser le chlore combiné a I’eétat de chlorure par le nitrate

d’argent, en présence de chromate de potassium comme indicateur (Annexe X).
11.3.5. lons Fluorures: (NF T 90-004, Septembre 1985).

Le principe de la méthode utilisée est basé sur la mesure, dans I’échantillon a analyse,
ou dans une dilution de cet échantillon, de la différence de potentiel entre une électrode
sélective de I’ion fluorure et une électrode de référence, a un pH compris entre 5 et 8 et a
température et force ionique totale du milieu constant. La détermination de la concentration
en ion fluorure s’effectue par lecture directe sur une courbe d’étalonnage (Annexe XI).

12. Calculs statistiques

Les résultats ont subi une analyse de la variance mono factorielle et bi-factorielle
organisées en randomisation totale, suivie d’une comparaison des moyennes deux a deux
selon le test de Newman et Keuls en utilisant un logiciel de statistique software de (Stat box
6.4).
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Résultats et Discussion

Chapitrel. Analyses du sol de la zone de I’étude

1. Résultats

L analyse granulométrique montre de forts taux en sable fin (49% en moyenne) et en
sable grossier (30% en moyenne) dans les échantillons de sol prélevés dans la région
d’Arak sise a Ain Salah au sud d’Algérie; aors que les pourcentages en limon grossier (10%
en moyenne) et en limon fin (7.0 en moyenne) sont faiblement représentés. Quant a l’argile il

constitue lafraction laplus basse; avec un taux médiocre de 4 %, en moyenne (T ableau 09).

Tableau 09. Granulométrie des échantillons de sol prélevés dans la région d’Arak sise a Ain

Salah au sud d’Algérie.

Argile Limon fin Sablefin Sable grossier Limon grossier
(%) (%) (%) (%) (%)
04.00 07.00 49.00 30.00 10.00
+ + + + +
00.90 01.01 01.33 00.38 01.62

Chaque groupe est représenté avec un nombre de zones de préévements correspondant au nombre de répétitions de n=14 ;
lesrésultats de chaque groupe sont représentés par unevaleur moyenne suivie de I’écart type correspondante.

Par ailleurs, le sol ou a été récolté Salvadora persica objet de I’étude accuse un pH
basique; avec un potentiel d’hydrogéne de I’ordre de 7.76. Les taux de matiére organique,
d’azote total ainsi que de calcaire dans |les échantillons sont faibles et variables de 0.61, 0.48
et 0.31%, respectivement. La salinité des sols s’avéere également faible et en nette évolution
avec la faible conductivité éectrique enregistrée; 0.71 ms/cm. Toutefois, le niveau de
phosphate assimilable (P,Os) noté dans le sol expérimental est remarquablement trés élevé
(245.83 ppm) et proche de ceux des terrains de grandes cultures tels les sols lourds (250 ppm)

trés pourvus en ce composant (Tableau 10).
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Tableau 10. Caractéristiques chimiques du sol de la région d’Arak prélevés dans la région d’Arak sise a Ain Salah au sud d’Algérie.

Matiere Conductivité

. AzoteTotal . : CalcaireTotal P,Os assimilable
Ph organique (%) éectrique (CE) %) 2 5( m)
(%) (ms/cm) PP
07.76 00.61 00.48 00.71 00.31 245.83
s + + s + s
00.03 00.35 00.08 00.02 00.18 13.82
Grandescultureset prairies
SLé SM SLo
Tresfaible
Faible 40 50 100
Moyenne 50 100 150
Bien pourvu 100 150 200
150 200 250
pH< 3.5....hyper acide _
3.5< pH<5...trés acide <1..Trés pauvre <0.5...Trés pauvre CE=0s6......... Peu salé <2': """ TFE%CG Maraichage
5< pH<6.5...acid 132..P 0.521.0...P CE=12 salg ~ V2@al0.Fable :
Normes pH<6.5...acide ri\ ...Pauvre . fil .0...Pauvre AR ae, 10 225. Moyen . S é M SLo
6.5< pH<7.5...neutre 2a4..Moyenne 1.0a1.5.Moyenne CE=24......... Tres salé R Trésfaible 50 100 150
. . . N . 25 a55..Forte )
7.5< pH<8.5...basique >4..Bien pourvu >1.5..Bien pourvu CE= 6..Extrémement salé S55. Trés forte Faible 100 150 200
PH >7.8...trés basique Moyenne 150 200 250
Bien pourvu 200 250 300
Vigneset arbresfruitiers
SLé SM SLo
Trésfable - 40 50
Faible 40 50 100
l\/l_oyenne 50 100 150
Bien pourvu 100 150 200
Sour ces (Cirad, 2004) (NF 44- 041, 1995) (NF 1SO 11261., 1995) (1SO 11265., 1995) (NF 1S0: 10693., 1995) (NF X31-161., 1999)

Chaque groupe est repr ésenté avec un nombr e de r épétitions n=14 ; les résultats de chaque groupe sont représentés par une valeur moyenne suivie de I’écart type correspondante. CE: Conductivité
électrique; MO: matiéreorganique; SLé: Sol léger ; SM: Sol moyen ; SL: Sol lourd; Chaque valeur représente la moyenne + écart type de quatr e zones de prélévements.
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2. Discussion :

Il apparait d’apres le diagramme triangulaire de texture que le sol prélevé dans la région
d’Arak sise a Ain Salah au sud d’Algérie ou I’espéce végétale Salvadora persica semble bien
adapter est de type sable pur (United States Department of Agriculture - USDA, 1981). Le
niveau d’argile dans les échantillons de sol collectées est tres faible (04.00%)
comparativement au limon fin et grossier (17.00%) ainsi qu’au taux de sable fin et grossier
gui ont avoisiné les 79 %. Cette texture influe sans doute sur le développement, |a croissance
et le rendement en cas de culturede Salvadora persica et qui explique en partie sa répartition
éparse dans la zone expérimentale ou elle pousse de nos jours seulement a I’état sauvage
(Zhao et al., 2003). Toutefois, le changement des propriétés de ce type de sol peut étre d’un
appui certain pour promouvoir le développement a large échelle de cette espece végétale
autochtone dans la région d’arak relevant de la wilaya de Ain Salah ou elle s’avére bien

supporter les conditions severes du milieu (Orlando et al., 1986).

Il est bien établi que I’acidité du sol ne constitue pas une contrainte importante aux
plantes qu’a des pH (HO) faibles; inférieurs a 5.5 (Kamprath, 1978) ou méme a 5
(Mughogho, 1988). Les valeurs de pH (H,O) mesurées (07.76) dénotent que le sol prélevé
dans la région d’Arak est basique (Afes, 1988). A ce pH du milieu, la plante ne peut
connaitre de limitation d’absorption en certains éléments nutritifs dont P, Ca, Mg, Mo
(Mehlich, 1981). Selon Ramade (1984), le pH de I’eau interstitielle des sols dépend surtout
de sa proportion relative en sels minéraux et en molécules organiques dissoutes. Le pH peut
étre ainsl abaissé par les acides organiques libres produits par la biodégradation microbienne
des détritus végétaux ainsi que des excrétas et des cadavres de la faune terrestre. Selon le
méme auteur, il peut en exister une étroite relation entre teneur en calcium et degré d’acidité
d’un sol, lesquels varient en sens inverse. |l est clair que, Salvadora persica apparait comme

une espéce calcicole puisque le milieu est basophile. Néanmoins, les résultats en calcaire
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totale (CaCO total) enregistrés dans les préévements de sol dénotent une présence qu’a

I’état de trace (1SO 11265, 1995).

Le phosphore assimilable, I’un des éléments majeurs indispensables a la croissance et au
dével oppement des végétaux (Ramade, 1984) parait en proportions importantes dans les sols

colonisés par I’espéce végétale Salvadora persica (AFNOR, 1999).

La matiere organique du sol provient essentiellement de lalitiere, laquelle est constituée
de feuilles mortes, de brindilles et d’autres fragments vegétaux. Les branches et les troncs
morts et dans une bien moindre mesure les excréments des herbivores issus des différents
élevages domestiques dans larégion (camelin et ovins notamment) contribuent assurément a
cet apport de matieres organique (Ramade, 1984). Nos résultats montrent de tres faibles
pourcentages en matiere organique dans les sols analysés (Cirad, 2004). Cette faible
accumulation de matiere organique qui est en étroite relation avec le niveau de carbone
organique considéeré comme étant le plus grand indicateur universel de la qualité du sol
actuellement disponible (Rasmussen et Collins, 1991) peut expliquer la mauvaise structure,
les faibles infiltrations et rétentions d’eau, le médiocre pouvoir tampon et I’activité

biologique trés basse du sol caractérisant larégion (Arshad et Coen, 1992).

L’azote suit dans une grande ligne de conduite le carbone organique avec le quelleiil est
associé dans toutes les substances protéiques (Ramade, 1984). Avec un taux de 0.48%
d’azote total, les prélevements du sol dominé par I’espéce Salvadora persica n’accusent pas
une carence trés importante en azote. En effet, d’aprés Thung (1991) et Tekalign et al.
(1991), le niveau critique de ce macro-éément dans le sol se situe a 0.20%. Quoique cette
faible teneur enregistrée en azote reflete une minéraisation vraisemblablement lente de la
matiere organique tres pauvre dans les sols prélevés (Rutunga et Mutwewingabo, 1987). De
plus, cette minéralisation azotée s’avere fortement corrélée avec certaines parametres du sol

comme I’humidité et la température (Stevenson, 1982 ; Gordon, 1986, Haynes, 1986 ;
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Thevathasan, 1998), le type de sol, la densité végétale, et le climat (Haynes, 1986 ;

Reynoldset al., 1997).

La conductivité éectrique mesurée est une propriété qui renseigne sur la salinité du sol
(De Jonget al., 1979 ; Williams etHoey, 1982 ; Job, 1992). Il s’avere que les prélevements
de sols effectués sur site sont trés pauvres en sels (0.71 ms/cm) (1SO 11265, 1995) et ne
peuvent donc limiter ou complétement arréter la croissance du végétal suite a une éévation
de la pression osmotique du milieu ou a I’effet toxique spécifique des éléments (Gouny et
Cornillon, 1973). Néanmoins, ces seuils de sensibilité sont encore mal identifiées et trées

discutables a ce jour (Suar ez, 2001).
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Conclusion :

Le sol de la zone de I’étude sise dans la région d’Arak relevant de la Wilaya de Ain
Salah au sud d’Algérie ou ont été effectués les prélevements d’échantillons de Salvadora
persica est caractérise selon le triangle de texture de sable pure.

Il est faiblement riche en matiére organique, en azote totale et en calcaire assimilable.

En revanche il s’avere contenir des proportions considérables en sels et en phosphate
assmilable.

Cette composition du sol apparait tres appropriée au développement de I’espece végétale
autochtone Salvadora persica dans la région, ou elle semble trés adaptée et ou elle pousse a
I’état sauvage et d’une maniere eparse.

Toutefois, lamultiplication de la culture sous serre, la maitrise des conditions de culture,
des techniques culturaux et de la qualité du sol peuvent contribuer largement a améliorer sa

propagation dans son écosysteme naturel.
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Chapitrell : Composition chimique de Salvadora persica

1. Résultats:
1.1. Composition chimique

L’écorce s’avere contenir une quantité significativement (P<0.01) plus importante
en matiére séche (93.367 %MB en moyenne) par comparaison aux deux autres parties du
végéta ; tige (91.37 %MB) et racine (88.68 %M B). Concernant, lamatiere minérale, les forts
taux (P<0.01) sont observés au niveau de I’écorce (13.06 %0MYS); alors que les faibles teneurs
sont décelés dans la partie racinaire (9.78%MS). Par ailleurs, la tige et I’écorce ont accusé
des valeurs comparables en cendres (P>0.05); 12.24 % vs 13.06% MS. Le niveau de matiére
organique dans latige (87.76 %M S) est statistiquement (P>0.05) identique a celui enregistré
dans I’écorce (86.94 %MS). Cependant, ces taux sont significativement (p<0.01) moins

élevés a ceux delatige (90.22%MS).

Les concentrations de nitrates dans les extraits aqueux de la racine (0.34 mg/100ml) et
de la tige (00.29 mg/100ml) sont significativement trés faibles (p<0.01) & ceux de I’écorce
(02.65 mg/100ml). Néanmoins, les extraits de racine et de tige ont présenté des teneurs
identiques (P>0.05) en nitrates. Par ailleurs, les extraits bruts de racine et de tige ont
enregistré des taux similaires en sulfates (P>0.05); 10.44 vs 08.38 mg/100ml. Ces vaeurs
restent nettement inférieures (P<0.01) a ceux de I’écorce ; 19.572 mg/100ml. Les extraits
agueux de tige sont fortement chargés (P<0.05) en ions chlore par rapport a ceux de laracine
et de I’écorce ; 37.27 vs 19.52 vs 12.75 mg/100ml. Enfin, aucune trace de fluorures n’a été
détectée dans les différents extraits a I’eau des matieres végétales (racine, tige et écorce) dela
plante (Salvadora persica) objet de I’étude récoltée dans la région d’Arak a Ain Salah au sud
d’Algérie (Tableau 11).

Enfin, les produits phénoligues quantifiés dans la tige sont remarquablement (P<0.01)
plus élevés que la racine et I’écorce de Salvadora persica ; 411.91 vs 195.23 vs 207.12 mg
EAG/100g MS (Figure 16).

67



Résultats et Discussion

Tableau 11. Variation de la composition chimique de laracine, tige et écorce de Salvadora persica.

I : : Effet desparties
Composants chimiques Racine Tige Ecorce du végétal
88.68 91.37° 93.367°
M atiér e seche (% M B) * * + *x
00.91 00.84 01.06
09.78° 12.24° 13.06 2
Matiereminérale (%M S) * * + *x
00.55 00.44 00.42
90.222 87.76° 86.94°
Matiere organique (%M YS) * * + *x
00.55 00.44 00.42
00.34° 00.29° 02.652
Nitrates (mg/100ml) + * + **
00.3 00.22 01.97
10.51° 08.38" 19.57°
Sulfates (mg/100ml) * * * **
06.53 08.27 01.92
19.52° 37.27° 12.75°
lons chlore (mg/100ml) * * + *x
00.19 00.29 00.43
Fluorures (mg/100ml) 00.00 00.00 00.00 NS

Pour chaque groupe n = 5. Lesrésultats sont exprimés en valeur moyenne suivie de I’écart type correspondante. L es moyennesfigurant dans
la méme colonne avec différentes souscriptions sont significativement différentes.

500

450 - - mmmmmmmmmmmmm e T
400 S ---------- - - - - P - - -
350

300 - e b —------
250 f e

200 W”””{ 77777777777777777777 -

150 +----EEE- - - - - - - - - B - - - - -
100 +----[ - - - - ----- B - - - - - - - - - - - - -
50 r----[N - ------- [ - -

(mg EAG / 100g MS)

Racine Tige Ecorce

Parties du végétal

Figure 16. Variations des teneurs en produits phénoliques dans la racine, tige et écorce de
Salvadora persica.
1.2. Profil des produits phénoliques et alcaloide

L’acide 50 caffeoylquinique et I’acide 4-5 O caffeoylquinique comptent parmi les
principaux poly phénols constitutifs de la racine. La tige est tres riche en acide 5 O
caffeoylquinique, acide 3-5 O caffeoylquinique, catéchine et epicatéchine. L’écorce, enfin, a
accuse une forte teneur en narengenine ainsi qu’en certains alcaloides dont la caféine,

trigonelline et théobromine (Figure 17 et Tableau 12).
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Figure 17. Diagrammes des profils en principaux composés phénoliques et alcaloides trouvés chez Svadora persica.
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Tableau 12. Variations en certains composés phénaliques et alcaloides au niveau de latige, racine et
écorce chez Salvadora persica. (en % CPA)

Effet desparties

Profil des composés phénoliques et alcaloides Racine Tige Ecorce du végétal

00.08 00.45 01.70
C3Q Acide 3-OCaffeoylquinique + + + NS
00.04 00.02 00.95

02.65 04.88 02.63
C5Q Acide 5-OCaffeoylquinique + + + NS
01.37 02.48 00.41

00.00 301.57 | P00.55

g C4Q Acide 4-OCaffeoylquinique + + + **
5 00.00 00.04 00.07
2 00.20 01.22 02.53
k=) F5Q Acide 5-OFeruloylquinique + + + NS
S 00.06 0.45 01.85
_g 00.37 00.65 00.63
-2 Di3,4CQ | Acide 3,4-ODcaffeoylquinique + + * NS

00.10 0020 | 0013

°00.32 %06.76 | "00.79
Di3,5CQ | Acide 3,5-ODcaffeoylquinique + + + *
00.05 03.12 00.20

02.01 00.75 02.07
Di4,5CQ | Acide 4,5-ODcaffeoylquinique + + + NS
01.00 00.25 01.53

00.00 300.45 | "00.09

Kaemphérol Flavonol + + * *x
00.00 00.02 00.01

00.00 ®00.00 | 200.16

Nar engénine Flavanones * * + *x
00.00 00.00 00.03

°00.00 300.24 | "00.07
Quercétine Flavonol + + + *x
00.00 00.02 00.03

°00.11 307.20 | "02.42
Catéchine Flavonol + + + i
00.04 00.51 01.15

°00.65 306.35 | P00.00

Epicatéchine Flavonol + + * *x
00.03 00.53 00.00

°01.00 0054 | %04.31
Trigondline Alcaloide + + * *x
00.59 00.29 00.11

00.04 ®00.36 | %01.24
Théobromine Alcaloide + + + *k
00.01 00.14 00.15

°00.08 °00.00 300.88
Caféine Alcaloide + + + *k
00.01 00.00 00.02

Pour chaque groupe n = 3; Lesrésultats sont exprimés en valeurs moyennes suivies des écarts types correspondantes; Les moyennesfigurant dansla
méme colonne avec différentes souscriptions sont significativement différentes;* : Effet significatif du facteur étudié (parties de la plante: racine, tige
et écorce) ** : Effet hautement significatif du facteur étudié (parties de la plante: racine, tige et écorce) ; NS: Effet non significatif du facteur
étudié (partiesdela plante: racine, tige et écorce) ; % CPA: en pourcent (%) des Composés Phénoliques et Alcaloides.
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2. Discussion :

Les quantités de matiéres organiques enregistrées chez Salvadora persica sont tres
intéressantes et plus abondantes (P<0.01) notamment au niveau de la racine, que la tige et
I’écorce. Ceci peut refléter les nombreux composés biologiques actifs que peut probablement
renfermer les différentes parties du végétal et qui restent jusqu'a présent non entiérement
explorés. En effet, cette espéce végétale a montré une grande richesse en principaux
composeés phénoliques concentrés plus particuliérement a des forts taux au niveau de latige
ou les teneurs mesurées apparaissent deux fois plus élevées (p<0.01) par comparaison a la
racine et I’écorce. Ceci est confirmé par les travaux de Abdel-Wahab et al. (1990) qui
signalent I’existence de plusieurs substances flavanoides chez le Miswak dont (Kaempferal,
guercetine, rutine quercetine et glucose quercetine). Deux flavanols appartenant a la classe
des flavanoides (M acheix et al., 1989 ; Macheix et al., 2005) ont éé identifiés dans le cas
de cette étude dans latige dont : le catéchine et I’epicatéchine. Les catéchines et dérivés sont
des antioxydants trés puissants (Nakagawa et Y okozawa, 2002; Xu et al., 2004 ) qui jouent
un réle anticancéreux trés important (Cao et Cao, 1999; Lamy et al., 2002) et qui aident
également a prévenir les maadies inflammatoires, coronariennes (Hertog et al., 1995;
Yang et al., 2001), ans que les maadies cardiovasculaires (Anga et al., 2004,
Stephanou, 2004; Townsend et al., 2004) en induisant une baisse plasmatique notable des
niveaux de lipoprotéines a I’origine d’athérosclérose (Young et al., 1967; Akinyanju et
Yudkin, 1967) , de cholestérol et de triglycérides plasmatiques (Muramatsu et al., 1986;
Ikeda et al., 2005). Selon Macheix et al. (1989) e¢ Macheix et al.(2005), environ une
douzaine d’autres de ces composées peuvent étre rencontrés dans les plantes incluant
surtout : le (+) galocatechine et le (-) epigalocatechine. Les principaux acides
chlorogéniques enregistrés au niveau de la tige concernent I’acide 5-OCaffeoylquinique et
I’acide 3,5-ODcaffeoylquinique. Ces composés comptent parmi les principaux sous groupes

représentant 98% de tous les acides chlorogéniques dont les plus fréguemment rencontrés
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chez les végétaux sont constitués surtout par les esters d’acides quiniques avec de I’acide
cafféique tels les acides caffeoylquiniques et les acides dicaffeoylquiniques ou avec de
I’acide férulique comme les acides feruloylquiniques. Faute d’étalons standards appropriés,
le reste de ces composés dits mineurs dont les acides feruloyl-feruloylquiniques, les acides
caffeoyl-feruloylquinique et I’acide coumarique n’ont pas été identifiés chez I’espéce
expérimentale Salvador persica collectée dans la région d’Arak a Ain Salah au sud d’Algérie
(Clifford, 1985 ; Morishita et al., 1989). Selon Clifford(1999) et Clifford (2000). L acide
5-OCaffeoylquinique et géneralement I’acide chlorogenique sont les plus prépondérants chez
certaines plantes comme le café, les pommes, les poires et les tubercules de la pomme de
terre. L acide chlorogenique a été trouvé également, mais a de faibles taux dans la racine de
la plante étudiée a coté d’un autre composé a savoir I’acide 4,5-ODcaffeoylquinique. Ces
substances possédent toutefois atitre indicatif de fortes propriétés antioxydantes impliquant
le balayage de radical libre, la chélation d’ion métal et I’effet inhibiteur de certains enzymes
specifiques responsables de la formation de radicaux libres et d’hydro peroxyde (Chen et
Ho, 1997 ; Kikuzaki et al., 2002). Concernant I’écorce et par comparaison aux autres parties
du végétale étudiées il semble renfermer une forte proportion en narengénine qui est 1I’un des
composés flavanones (Kefford et chandler, 1970; Andersen e Markham, 2006).
Egalement, il s’avére relativement riche en caféine (1.3.7 trimethylxanthine) et en
théobromine (3,7 dimethylxanthine) qui sont les plus important alcaloides methylxanthines
retrouvés chez les plantes (Eteng et al., 1997). Ces substances présentent plusieurs effets
trés intéressants sur les différents systémes du corps humain dont : le systheme nerveux
central, cardiovasculaire, gastro-intestinal, respiratoire et rénaux (James, 1991; Nehlig,
1992). La dose thérapeutique de 500 mg/kg de théobromine est de puis longtemps employée
dans le traitement de I’oedeme cardiaque et de I’angine de poitrine et ses analogues de
pentoxyfylline, suramin-théobromine et lisophylline sont actuellement exploités en

chimiothérapie de certains cas de cancers (Chang et al., 1993 ; Clark et al., 1996). L’un des
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autres alcaloides les plus remarqués dans I’écorce que la tige ou la racine de Svadora persica
est la trigonelline ou I’acide N-mthylnicotinique qui est un composé dérivant de la pyridine
(Poulton, 1981 ; Johns, 1985; Barz, 1985). La littérature rapporte plusieurs effets
bénéfiques de la trigoneline sur la santé humaine: hypocholestérolémiant(Ajabnoor
etTilmisany, 1988 ; Al-Habori, 1998), hypoglycémiant (Ribes et al., 1984 ; Duke, 2001),
antibactérien (Bhatti et al., 1996), antiviral (Ghosal et al., 1974), antiinflammatoires
(Ahmadiani et al., 2001) antioxydant (El-sokkary et al., 1951), stimulant d’appétit (Petit et

al., 1993)...etc.

Les teneurs en matiere minérale enregistrées, chez I’espéce étudiée autochtone
Salvadora persica prélevée au sud du pays ou elle pousse a I’état sauvage, sont
remargquablement tres élevées et varient significativement (p<0.01) de 9.8%MS dans la
racine a 12.65%MS dans la tige et I’écorce. D’apres Massassati et al. (1981) et Abdel-
wahab et al. (1990), il est rencontré dans la tige de Salvadora persica de fortes teneurs en
ééments minéraux se présentant notamment sous forme de chlorures et de gypse. De plus,
Dorner, (1981) et Almas et Al-lafi (1995), rapportent I’existence dans la plante de Nacl,
ains que de Kcl et des quantités substantielles en silice. Selon Le Houérou, (1980), la
proportion en cendres dans les feuilles chez Salvadora persica est trés considérable
(36%MB); avec des quantités appréciables en calcium (07.20%), en silice (02.40%), en
Magnésium (09.40%) et en potassium (01.70%). De plus, la silice composant les bétonnets &
brosse a dent notamment de la tige de Miswak est souvent incriminée par certains auteurs
(Almas et Al lafi, 1995) dans I’enlevement physique de la plaque dentaire lors de son
utilisation. Par ailleurs, plusieurs composés anioniques potentiels ayant une activité
antimicrobienne certaine (Darout et al., 2003) ont été détectées chez Salvadora persica ce
qui peut expliquer aussi en partie les fortes teneurs en matiere minérale constatées chez cette
plante objet de I’étude.En effet, I’écorce est fortement concentré en ions sulfates et nitrates

que la racine et la tige. Pour les ions chlore, I’écorce a accusé les plus faibles (p<0.01)
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teneurs par comparaison alaracine et latige. Quant aux fluorures, les analyses ont montré
une absence quasi-totale dans les différentes parties étudiées de la plante. Ceci corrobore les
résultats de Hattab, (1997) qui confirment I’existence de trés peu de fluorures au niveau de

laracine et de latige de I’ Arak (Salvadora persica).

74



Résultats et Discussion

Conclusion :

La fraction minérale est relativement importante chez Salvadora persica prélevée dans
la région d’Arak au Sud de I’Algérie. Les teneurs enregistrées, notamment, au niveau de
I’écorce sont remarquablement plus importantes que ceux de latige et de laracine (p<0.01).

Les teneurs en matiere organique sont plus élevées au niveau de laracine (90.22 %M S)
et de la tige (87.76 %MS) qu’au niveau de I’écorce (86.94%MS) (p<0.01).

Les proportions en produits phénoliques totaux sont notablement plus importantes dans
latige (411.91 mg %MS), que dans I’écorce (207.12 mg %MS) et dans la racine (195.23 mg
% MS).

La tige s’avere tres riche en acide 5 O caffeoylquinique, acide 4-O caffeoylquinique,
acide 3-5 O caffeoylquinique, catéchine et epicatéchine. L’acide 50 caffeoylquinique et
I’acide 4-5 O caffeoylquinique comptent parmi les principaux polyphénols congtitutifs de la
racine.L’écorce, présente une forte proportion en Acide 3-O caffeoylquinique, en acide 5-O
caffeoylquinique, en acide 5-Oferuloylquinique, en Acide 4,5-OD caffeoylquinique, en
catéchine, en narengenine ains qu’en certains alcaloides dont caféine, trigonelline et
théobromine.

Les extraits a I’eau de I’écorce sont plus riches en nitrates et en sulfates que les extraits
de tige et de racine. Les ions chlore sont prépondérants dans les extraits aqueux de la tige.
D’une facon générale, ces ions (nitrates, sulfates et ions chlore) sont d’autant plus élevés dans
les extraits aqueux que le taux de matiére végétale utilisée au cours de I’extraction est élevée.
Par ailleurs, ces extraits a I’eau préparés notamment a partir de quantités élevées de matiére
végétale enregistrent les plus fortes valeurs d’acidité et ne renferment aucune trace d’ions

fluorures.
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Chapitrelll : Effetsdesextraits hydro-éthanoliques deracine, tige et écorcede
Salvadora persica sur la croissance des germes responsables d’infections buccales.

1. Résultats:

D’une maniere genérale, les extraits hydroéthanoliques préparés a des quantités
croissantes de matieres végétales de Salvadora persica ont provoqué une baisse appréciable
dans le développement de Lactobacillus casei (P<0.05). Par rapport au témoin,
I’accroissement de ce germe commence déja a diminuer remarquablement sous I’action des
extraits préparés & 02.5g de matiére végétale (P<0.01); 222 10° vs 35 10* UFC/ml, en
moyenne. A des taux d’extractions supérieurs ou égales a 5 g de broyat de la plante
I’inhibition du germe Lactobacillus casei dans I’extrait hydro-al coolique aprés évaporation du
solvant est absolue. Par ailleurs, il s’avére que les principes composes bioactifs contenus dans
les extraits soit de racine, de tige ou d’écorce ont exercé un effet inhibiteur identique vis-a-vis
de la prolifération de la bactérie (P>0.05); les niveaux de croissance du germe ont été estimeés
a278 10°, 29 10° et 278 10° UFC/ml en moyenne, respectivement. En outre, il & été constaté
qgue I’inhibition totale du germe Lactobaciluscasel est obtenue avec des extraits hydro-
éthanoliques préparés a 2.5 g des matiéres végétales de racine et d’écorce et a 5.00g pour la
partie tige de laplante.

Quant au nombre de Streptococcus mutans en fonction des concentrations d’extraits
préparées a des taux de 0, 2.5, 5 et 7.5 g de matiére végétale / 100 ml d’éthanol aqueux, il a
connu une évolution proportionnelle (P<0.01); soit des accroissements microbiens qui ont
varié respectivement de 142 10™ , 464 10*, 469 10 et & 75 10"UFC/ml, en moyenne. A
des concentrations d’extraits préparées a des taux de 10g et plus de broyat de racine, tige et
écorce le développement de ce germe semble devenir indénombrable et marque des
proliférations impressionnantes.

Les extraits hydroétanoiques de I’écorce de Salvadora persica préparés en particulier a
des taux de matiere végétale de 2.5 et 5 g/100ml ont exercé par comparaison au témoin un
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moindre effet (p<0.01) inhibiteur vis a vis de I’espece cariogéne Streptococcus mitis; les
niveaux de multiplication microbienne enregistrés dans ces solutions d’extraction sont de
I’ordre de 296 10™ vs 30 10" vs 580 10™ UFC/ml, en moyenne. Au contraire, les extraits
préparés a de fables taux, de broyat racinaire ains que de broyat de la tige, de 2.5
0/100ml,ont inhibé entierement, la prolifération du germe. Apparemment, quel gque soit la
partie du végétal utilisee lors de I’extraction (tige, racine ou écorce), les extraits préparés a
partir del2.5g de broyat de la plante s’averent exercer un effet antimicrobien quasi-totale sur
la croissance de I’espece microbienne étudiée ; Sreptococcus mitis.

Concernant les Streptocoques faecalis et comparativement a la solution témoin (sans
extrait de Salvadora persica) le nombre enregistré aprés culture est fortement (P<0.01) réduit
dans les extraits hydro-éthanoliques préparés a 2.5g des broyats de racine, tige et écorce de la
plante; soit des baisses de 100, 99.45 et 100%, successivement. Toutefois, a des
concentrations d’extraits préparés a des taux de matiéres végétales supérieurs a 2.5g aucune
croissance de I’espece bactérienne n’est observée, méme au terme d’une incubation prolongée
pendant 72 heures sur milieu gélosé spécifique.

Les extraits hydro-alcooliques de latige et d’écorce de Salvadora persica préparés a de
faibles taux de 2.5g/100ml (EthOH-Eau, 80/20, v/v) ont engendré une croissance nulle du
germe Saphylococcus aureus contrairement au nombre appréciable de ce germe enregistré in
vitro dans la solution témoin (p<0.01); 110 10° UFC/mI, en moyenne. L’accroissement de ce
microorganisme s’avere toutefois s’estamper (p<0.01) a partir d’extraits d’écorce préparés a
des taux plus élevés de matiere végétale ; égal ou supérieur a 5g de broyat racinaire, detige ou
d’écorces. Ainsi, les extraits hydro-éthanoliques préparés a 5 g de n’importe quelle partie de
matiere végétale de Salvadora persica (soit de tige, racine ou écorce) semblent contenir
I’essentiels des composés bioactifs antimicrobiens capables de détruire totaement la

prolifération de I’espéce bactérienne objet de I’étudie a savoir Saphylococcus aureus.
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A I’instar du témoin qui a occasionné un développement microbien remarquable de
I’ordre de 123 10° UFC/ml, le nombre de Staphylococcus epider midis a été nettement abaissé
de 100% (P<0.01) dans I’extrait préparé a 2.5 g de broyat de racine. Enfin, concernant les
autres extraits expérimentaux, I’inhibition totale de Staphylococcus epidermidis a été atteinte
avec les solutions d’extractions hydro-éthanoliques préparées a partir de 5 g de matiere

végétale (de tige ou d’écorce) de Miswak (Tableau 13).
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Tableau 13. Effet des extraits hydro-éthanoliques préparés a différentes quantités de racine, tige et écorce de Salvador persica sur la
croissance de certains germes responsables d’infections buccodentaires.

Extraits de Salvadora persica préparés a des taux de matier e végétale de

Parties Int
- F1 F2
du végétal (ggﬁgi?‘) 0259 0509 075g 1000g 125g 1509 175 FIXF2
Racine 222 10°2 0o° 00° 00° 00° 00° 00° 00°
La.CtOba.Ci ”US Cm T|ge 222 105a 106 1o4b OO b OO b OO b OO b OO b OO b ** NS **
Ecorce 222 10°2 00° 00° 00° 00° 00° 00° 00°
Racine 142 10" 63 10" 43 10% 49 10% IND IND IND IND
Streptococcus mutans Tige 14210% | 62102 | 9810% | 71102 | IND IND IND IND )
Ecorce 142 10 67 10* 65102 | 10510% | IND IND IND IND
Racine 580 10 00° 00° 00° 00° 00° 00° 00°
Sreptococcus mitis Tige 580 10™° 00° 00° 00° 00° 00° 00° 00° * *x *ox
Ecorce 580 10" | 296 10'® | 30 10'® 00° 00° 00° 00° 00°
Racine 243 10 00° 00° 00° 00° 00° 00° 00°
Sl’eptocoques fa&a] IS T|ge 243 105a 133 1o3b OO b OO b OO b OO b OO b OO b ** NS **x
Ecorce 243 10% 00° 00° 00° 00° 00° 00° 00°
Racine 110 10%® 00° 00° 00° 00° 00° 00° 00°
Ecorce 11010%® | 3310%° 00° 00° 00° 00° 00° 00°
Racine | 12310% 00° 00° 00° 00° 00° 00° 00°
Ecorce 12310 4310 00° 00° 00° 00° 00° 00°

Pour chaque groupe n =5; Lesrésultats sont exprimés en valeur moyenne; Fi: Facteur étudié, quantité de matiére végétale utilisée lors de I’extraction ;

significativement différentllles.
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2. Discussion:

Les nombreuses études menées jusqu’a présent sur les plantes riches en composés
phénoliques dont le Miswak (Salvadora persica) indiquent souvent qu’elles présentent une
activité antimicrobienne certaine contre plusieurs germes a I’origine des multiples maladies
buccodentairesen I’occurrence la gingivite, la parodontite et la carie dentaire (Puupponen-
pimiaet al., 2001; Taguri et al., 2004; Ezekiel et al., 2009; Todkar et al., 2010; El-Tatari
et al., 2011; Padma et al., 2012;Naseem et al., 2014; Zaid et al., 2015; Abhary and Al-

Hazmi, 2016; Kumar et al., 2016).

Nos résultats montrent, néanmoins, que les polyphénols extraits de I’arbre de Salvadora
persica prélevé au sud d’Algérie n’exercent aucun effet inhibiteur particulier sur la
croissance de I’ espéce microbienne Streptococcus mutans méme a des concentrations severes
de I’ordre de 106.64 mg Equivalents d'Acide Gallique (EAG) / 100 ml d’Extrait hydro-
alcoolique (EHA) [mg EGA / 100 ml EHA]. Ceci ne concorde pas aux propos de plusieurs
auteurs (Almas et al., 2006; Al-Bayati et Sulaiman, 2008; Sofrata et al., 2008; Al-
Sohaibani and Murugan, 2012; Padma et al., 2012; Naseem et al., 2014 ; Abhary and Al-
Hazmi, 2016) qui ont rapporté un effet antimicrobien marquant des extraits soit alcooliques
ou aqueux de Miswak chez notamment Streptococcus mutans réputée comme étant I’espece
microbienne la plus cariogene. Il est bien éabli que les polyphenols peuvent affecter la
croissance du germe en inhibant surtout I’activité de certains enzymes telles la
glucosyltransferase tout en réduisant le phénoméne d’adsorption de la GTFs a la cellule
bactérienne (Jagtap et Karkera, 2000). Il s’avére aussi que certains catéchines peuvent
endommager méme les structures membranaires de la bactérie (Ikigai, 1993). Apparemment,
les principaux composés antimicrobiens analysés comme I’acides chlorogéniques, flavanols
(kaempherol, quercitine et catechine) et flavanones (narengénine) ont été retrouvé qu’a de

faibles proportions dans les différentes solutions d’extraction de Salvadora persica et n’ont
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donc certainement pas influencé la croissance de I’espece microbienne étudiée Streptococcus

mutans.

Les autres germes du genre Streptocoques étudiés ont été remarquablement inhibés par
les principaux composés bioactifs poly-phénoliques contenus dans les extraits hydro-
éthanoligues de Salvadora persica. Ainsi, I’effet bactéricide de Streptocoque mitis qui est une
espéce bactérienne éventuellement tres cariogéne est constaté avec les solutions d’extractions
a I’éthanol agueux préparées a partir de 2.5g de broyats de racine, ou de tige et renfermant
respectivement 7.21 et 15.68 mg EGA / 100 ml EHA. Cette effet antimicrobien de
Streptococcus mitis est enregistré éventuellement avec les extraits préparées a 7.50g de
matiere végétale d’écorce et contenant un taux plus important de polyphénols; de I’ordre de
24.17 mg EGA / 100 ml EHA. De nombreux auteurs ont confirmé nos résultats et suggerent
gue les extraits a I’éthanol aqueux de Salvadora persica exercent des effets inhibiteurs
significativement (p<001) important contre Sreptococcus mitis (Prashant et al., 2007; El-
Tatari et al., 2011; Fatin-Majdina et al., 2014; Zaid et al., 2015). D’aprés la nature des
composées phénoliques analysées chez I’espéce végétale (Salvadora persica), il est bien
connu que certains acides chlorogéniques et acaloides comme la trigonelline exercent un
effet antimicrobien appréciable contre de nombreuse bactéries (Bhatti et al., 1996). Ces
extraits renferment certainement d’autres composés non identifiés et dont les mécanismes

d’actions ne sont pas bien élucidés a ce jour.

Les Streptococcus faecalis ont été entierement inhibés avec les extraits hydro-
éthanoliques préparés a 2.5g de racine et d’écorce et renfermant successivement des teneurs
en composés phénoliques de I’ordre de7.21 et 8.05 mg EGA / 100 ml EHA. Par ailleurs, cet
effet bactéricide de ces entérobactéries est constaté également avec les solutions d’extraction
préparées a 5g de tige et contenant un niveau de poly-phénols de 31.36 mg EGA / 100 ml
EHA. Nos observations confirment ceux avancés par (Darout et al., 2002) qui affirment que
les extraits hydro-éthanoliques de Miswak présentent une activité antimicrobienne avérée

81



Résultats et Discussion

contre Streptococcus faecalis. Al-Bayati et Sulaiman (2008), Saeed Zayed et al. (2016) et
Muhindi et al. (2016) ont montré aussi I’efficacité antibactérien d’extraits aqueux et au

méthanol de Salvadora persica sur ce pathogéene responsable d’infections de la cavité buccale.

Les extraits préparés a 2.5g soit de racine ou d’écorce de Salvadora persica et
renfermant successivement 7.21 et 8.06 mg EGA / 100 ml EHA ont exercé un effet
bactéricide notable chez Lactobacillus casei. En outre, I’extrait a I’éthanol aqueux préparé a
5g de tige et contenant une quantité de 31.36 mg EGA / 100 ml EHA ainhibé totalement la
prolifération de ce germe. Ces constatations ne corroborent pas ceux de (Almas et Alzeid,
2004) qui avancent I’inefficacité des extraits hydroal cooliques de Salvadora persica a inhiber
tous les germes du genre Lactobacillus dont Lactobacillus casei. Cependant, des études plus
récentes ont rapporté des preuves contradictoires et ont montré un effet inhibiteur drastique
des extraits au méthanol de Salvadora persica a I’égard de la croissance de I’espece
bactérienne a savoir : Lactobacillus casei (Al-Sieni, 2014, Kumar et al., 2016). Les
nombreux composés phénoliques et acaloides identifiés dans les différentes parties de la
plante (racine, tige et écorce) de la plante objet de I'étude (Salvadora persica) sont
probablement & I'origine des divers effets antimicrobiens observés chez les bactéries étudiées.
Cela n'exclut pas I'existence d'autres substances biologiquement actives dans la plante et qui

n'ont pas été identifiées dans les différentes solutions d'extraction.

L’espéce bactérienne la plus pathogéne a savoir Staphylococcus aureus qui n’est pas
cariogene et pouvant coloniser surtout le nasophyrynx est entierement inhibée avec les
extraits hydro-éthanoliques riches en composés phénoliques et préparés surtout a partir de 59
de matieres végétales soit de tige, de racine et/ou d’écorce. Ces solutions d’extractions a
I’éthanol aqueux ont engendréa ce titre un méme effet de type bactéricide sur I’espéce
microbienne cariogéne Saphylococcus epidermidis. Ces résultats ne confirment pas,
toutefois, ceux de (Almas, 2001) qui na pas remarqué d’inhibition de la croissance des
germes Saphylococcus aureus et Saphylococcus epidermidis, par les extraits a I’eau et aux
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divers solvants organiques (éthanol, méthanol et hexane) aqueux de Miswak; alors qu’ils sont
entierement en accord avec ceux de (Yarbrough et al., 1980; Naseem et al., 2014; El-
Desoukey, 2015; Abhary and Al-Hazmi, 2016; Kawakib, 2016; Kumar et al., 2016;
Muhindi et al., 2016) qui suggerent I’existence chez I’espece Salvadora persica de nombreux
constituants antimicrobiens (comme les nitrates et les sulfates) capables d’empécher I’activité
du transport phosphooxydatif ainsi que la consommation d’oxygéne chez notamment
Saphylococcus aureus. L’effet antimicrobien des composés phénoliques tels le
(glycosylflavones) a été rapporté aussi par certains auteurs (Afifi et al., 1997) chez
Staphylococcus aureus ; mais aucune etude n’a éte effectuée a notre connaissance a ce jour

chez I’espece bactérienne Saphylococcus epidermidis.
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Conclusion :

Les extraits a I’éthanol aqueux (soit de racine, de tige ou d’écorce) de Salvadora persica

n’ont pas affecté la croissance de Streptocoques mutans.

En revanche, les extraitshydro-alcooliques préparés a partir de 02.5 g de broyat de
racine et renfermant un taux de poly phénols égale ou supérieur a (07.21 mg EGA / 100 ml
EHA) ont inhibé I’ensemble des autres germes cariogenes étudiés et responsables de certaines
infections buccodentaires (Streptococcus mitis, Streptocoques faecalis, Lactobacillus casel,
Stahylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis). L’inhibition totale de ces germes est
atteinte également avec les extraits préparés a partir de 5 g de matiere végétale de tige
renfermant (31.36 mg EGA / 100 ml EHA) et a 7.5 g d’écorce contenant (24.17 mg EGA /

100 ml EHA).
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Chapitre IV : «Effets antimicrobiens des huiles essentielles de la tige de Salvadora

percica chez certains ger mes responsables de maladies buccal es».

1. Résultats
1.1 Test dediffusion sur disques

Les diamétres d’inhibitions développés par les différentes solutions d”huiles essentielles
(HE) de Salvadora persica chez Candida albicans sont illustrés dans la (Figur e 18).

¢/ ExtraitdHE 280 %

d/ Extrait d’HE a 100% e/ Disquesimbibés de fungizone

Figure 18. Diamétres d’inhibition développés par les extraits d’huiles essentielles de
Salvadora persica et de lafungizone chez Candida albicans.

Le fungizone dénote un meilleur diamétre d’inhibition (p<0.01) chez Candida albicans
(20,33mm, en moyenne) par comparaison aux autres solutions expérimentales d’huiles
essentielles de Salvadora persica. Par rapport a ce fongicide, le diamétre d’inhibition le plus
élevé est obtenu chez I’espece de levure étudiée avec I’extrait pur de Miswak préparé a
100% d’HE (p<0,01) ; 20.33 vs 12,67mm, en moyenne. Au contraire, les plus faibles résultats
(p<0,01) sont réalisés en présence des extraits dilués a 40, 60 et 80 %; 7,67, 8,67 et 9,67 mm,
en moyenne, respectivement. Cependant, tous les diamétres d’inhibition développés par les
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extraits d’huiles essentielles préparés a 40, 60 et 80 % chez Candida albicans apres 24heures

de culture s’avérent statistiquement (p<0,05) identiques.

Chez Sreptococcus mutans, les diamétres antimicrobiens dével oppés par les différents
extraits d’huiles essentielles de Miswak sont mentionnés dans la (Figure 19).

al Extrait 2 20%d’HE b/ Extrait 2 40%d’HE o Extrait 260% d’HE

d/ Extrait a 100%d’HE €/ Disquesimbibés de la Pénicilline G.

Figure 19. Diametres d’inhibition développés par les extraits aqueux d’huiles
essentielles de Salvadora persica chez Streptococcus mutans.

La pénicilline G a enregistré un diameétre d’inhibition (18mm, en moyenne) deux fois
plus élevé (p<0.01) chez cette espéce bactérienne (Sreptococcus mutans) par comparaison a
ceux réalisés avec les différents extraits expérimentaux & base d’huiles essentielles dont les

valeurs ont varié seulement (p>0.05) de 9.67 a 8.00 mm, en moyenne.

Concernant Streptococcus mitis, les effets antimicrobiens occasionnés chez ce dernier

germe parles différentes solutions d’HE de Miswak sont relevés dans la (Figure 20).
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a/ Extrait d’HE a 20% b/ Extrait d’HE a 40%

e /Extrait d’HE a 100% f / Pénicilline G.

Figure 20. Diametres d’inhibition développés par les extraits d’huiles essentielles (HE)
de Salvadora persica chez Streptococcus mitis.

Le faible diamétre d’inhibition de Streptococcus mitis & été obtenu avec la solution
préparé a 20% d’HE (p<0,01) ; 19 mm, en moyenne. Quant aux extraits préparés a 40 et
60%, ils ont occasionné des diametres d’inhibitions comparables (p>0.05) et beaucoup plus
élevés (p<0.01) que la solution précédente concentrée a 20% d’HE; 24,33 et 27,33mm,
respectivement. Par ailleurs, les meilleures zones d’inhibitions (p<0.01) sont décelées chez
Sreptococcus mitis traitée avec les extraits a 80 et 100% d’HE; 28,67 et 29, 67 mm, en

moyenne. Cependant, la pénicilline G s’est démarquée nettement des autres extraits
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expérimentaux chez cette espece microbienne avec des diameétres d’inhibition beaucoup plus
élevés (p<0,01) ; de I’ordre de 44mm, en moyenne.

A propos de Streptococcus faecalis, les solutions a base d’huiles essentielles de Miswak
ont présenté une activité antimicrobienne trés remarquable contre ce germe cariogéne; soit
des zones d’inhibitions qui ont varié d’une maniére proportionnelle (p<0.01) de 20,33 a
39,67 mm avec I’élévation de 20 a 100% de la concentration en huiles essentielles dans les
differentes solutions expérimentales testées. Par ailleurs, I’extrait pur a 100% d’HE de
Miswak a déemontré chez cette espéce bactérienne une activité antimicrobienne sensiblement

trés proche (p>0,05) de celle delapénicilline G; 39.67 vs 44mm, en moyenne (Figure 21).

Pénicilline G

Figure 21. Diametres d’inhibition développés par les extraits d’huiles essentielles de
Salvadora persica chez Streptococcus faecalis.
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Les effets inhibiteurs des extraits a base d’huiles essentielles de Salvadora persica sur la

prolifération de Staphylococcus aureus déterminés par la méthode des disques sont

représentés dans la (Figure 22).

a/ PénicillineG b/ Extrait a 20%

A A4 A

d/ Extrait & 60% e/ Extrait 2 80% f/ Extrait & 100%

Figure 22.Diamétres d’inhibition développeés par les extraits d’huiles essentielles
de Salvadora persica chez Saphylococcus aureus.

La pénicilline G a enregistré chez cette espece bactériennedes diametres d’inhibitions
02 fois plus élevées (p<0.01) que les autres extraits expérimentaux a base d’HE de Miswak ;
34.33 vs 16 mm, en moyenne. Par ailleurs, en fonction des concentrations en huiles
essentielles variables de 20 & 100%, les zones d’inhibitions développées chez Staphylococcus
aureus ont connu des augmentations significatives (p<0.01) de 04.67 a 25.33 mm, en

moyenne (T ableau 14).
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Tableau 14.Influence des extraits aqueux a base d’huiles essentielles de Salvadora persica sur le
développement des diamétres d’inhibition (mm) chez certains germes responsables d’infections buccales.

Concentrations des solutions

Fungizone
gu d’huiles essentielles de Salvadora persica Effets des
Germes S différentes
Pénicilline G 0% solutions
0, 0, 0, 0, 0, 0
100% 80% 60% 40% 20% Témoin
20.332 1267° 09.67° 0867° 07.67°
Candida albicans ; ; ; ; ; i i P<0.01
00.58 02.08 01.16 00.58 01.16
182 09.67° 09.00° 0867° 0833° 0800°
Streptococcus + + + + + + - P<0.01
mutans
02.00 00.58 01.00 00.58 00.58 00.01
442 20967° 2867° 27.33° 2433° 194
ﬁ]tirtieg)tOCOCCUS + + + + + + - P<0.01
03.61 0.58 00.58 02.08 00.58 0173
443 3967% 3000° 2867° 27.33° 2033°¢
%;ecg}:(l)scoques + + + + + + - P<0.01
00.01 03.22 04.36 04.73 01.00 0252
34.332 2533°  23.00°° 1567 11.33% 0467°
iﬁg}f ococeus + + + + + + - P<0.01
08.15 05.03 01.00 0153 01.16 04.16

Pour chague groupe n = 5; Les résultats sont exprimés en valeur moyenne suivie de I’écart type correspondante; Les
moyennes figurant dans la méme colonne avec différentes souscriptions sont significativement différentes.

1.2. Taux d’inhibition

Les variations des taux d’inhibitions des extraits d’huiles essentielles de Salvadora
persica sur la croissance de Candida albicans sont marquées tout d’abord par des niveaux
d’inhibitions relativement trés élevés (p<0 ,01) allant de 62,30 a 47, 54 et a 42,62%, en
moyenne, pour successivement les extraits d’huiles essentielles de Miswak préparés a 100, 80
et 60%. Par contre, le taux le plus faible (p<0,01) est constaté a 40% d’huiles essentielles de
laplante; 37,71 %, en moyenne.

Concernant I’espece Streptococcus mutans les taux d’inhibitions de ce germe ont varié
d’une maniére proportionnelle (p<0.01) de 44.44, a 46.29, a 48.15, a 50 et a 53.71% en
fonction de la concentration en huiles essentielles de Miswak des solutions préparées pour
respectivement a 20, 40, 60, 80 et 100%.

Chez I’espéce microbienne Streptococcus mitis, il apparait clairement que les extraits a
base d’huiles essentielles préparés a 60,80 et 100% ont induit des taux d’inhibition similaires
(p>0.05) et significativement plus éevées (p>0.01) par rapport aux extraits préparés a 20 et
40% d’HE; 62,121, 65,151 et 67,42% contre 43,18 et 55,30%, successivement.
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Les variations des taux d’inhibitions de Streptococcus faecalis ont été caractérisées par
des seuils qui ont augmentés (p<0.01) de 46,2, a 61,36, a 65,18, a 68,18 et a 87,878%, pour
respectivement les solutions d’HE de Siwak préparés a 20, 40, 60, 80 et 100%. La solution
d’HE preparées a 20% a réalisé le plus faible taux d’inhibition (46,21%) chez cette espéce
cariogeéne; alors qu’a I’inverse le taux d’inhibition le plus important (p<0.01) a été établi avec
la solution préparée a 100% d’HE (87,878%). Apparemment, les autres solutions d’HE de
Salvadora persica ont induit des effets antimicrobiens comparables (p>0.05) sur la croissance
du germe étudié.

Les taux d’inhibitions de Saphylococcus aureus sont relativement faibles avec les
huiles essentielles préparés a 20% (13.60%), augmentent significativement (P<0.01) a 33.04
et 45.68% avec les solutions d’extraits a base d’huiles essentielles préparés respectivement a
40 et 60% et deviennent significativement tres éleves avec les extraits préparés 80 et 100%
d’HE ; 67.05 vs 73.86%, en moyenne. Par ailleurs, les extraits préparés a 40 et 60% d’HE ont
enregistré des taux d’inhibitions comparables (P>0.05) ; 33.04 vs 45.68%, en moyenne. Les
extraits a base d’huiles essentielles prépares a 80 et 100% ont aussi occasionnés des niveaux
d’inhibitions identiques (P>0.05) de la croissance du germe étudié Staphylococcus aureus;
67.05 vs 73.86%, en moyenne (Tableau 15).

Tableau 15. Influence des solutions d’extraits d’huiles essentielles de Salvadora persica sur le taux
d’inhibition (mm) de certains germes responsables d’infections buccales.

Fungizone Concentrations des solutions

Germes ou d’huiles essentielles de Salvadora persica dEiggse:ti
Pénicilline G )
% solutions
100% 80% 60% 40% 20% e
(Témoin)
. : * 62.30° 47542 42.62° 37.71°
Candida albicans N N N N i i P<0.05
10.24 05.68 0 05.68
53712 50.00 ® 48.15%® 46.29%  44.44°
Streptococcus ) " . " " . ) P<0.01
mutans 03.21 05.56 03.21 03.21 00.01
67.45° 65.152 62.12°2 55307  43.18°
St_r gptococcus - + + + + + - P<0.01
mitis 01.31 01.31 04.73 01.31 03.93
87.88°2 68.18° 65.15° 61.36°  46.25°
Streptpcoques - + + + + + - P<0.01
feacalis 07.31 09.91 10.74 0227 0572
73.86°2 67.052 45.68° 33.04° 1360°
Staphylococcus ) . " p " . ) <001
aureus 14.67 02.92 04.45 03.37 12.14

Pour chague groupe n = 5; Les résultats sont exprimés en valeur moyenne suivie de I’écart type correspondante; Les
moyennes figurant dans la méme colonne avec différentes souscriptions sont significativement différentes.

1.3 Test de contact direct (de croissance sur milieux spécifiques)
L’extrait de Miswak préparé a 40% d’HE a révélé une faible croissance (p<0,01) de

Candida albicans par rapport au témoin a base d’eau distillée sans extrait de Salvadora
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persica ou sa multiplication microbienne a éé plus prononcée; 51.10° vs 180.10° UFC/ml. La
prolifération de ce microorganisme a continué a diminuer significativement (p<0,01) sous
I’action de I’extrait de la plante préparé & 60% d’HE, 2,66.10° UFC/ml. Cependant, les
solutions expérimentales préparees a 80 et 100% d’HE ont exercé une absolue action
fongicide sur Candida albicans; en effet, aucun développement de cette espece de levure
microbienne n’a été observé dans le milieu spécifique de croissance aprés incubation.

Les effets antimicrobiens des différentes solutions d’extraits d’huiles essentielles de

Miswak sur la croissance de Streptococcus mutans sont mis en avant dans la (Figure 23) ci

dessous.

a/ Extrais d’huiles essentielles de Miswak a 0, 20 et 40 %.

b/ Extrais d’huiles essentielles de Miswak a 60%, 80 et 100 %.

Figure23. Effets des extrais d’huiles essentielles de Miswak sur la croissance de

Sreptococcus mutans.

Comparativement a la solution témoin sans huiles essentielles (HE) ou la croissance de
Sreptococcus mutans sur milieu gélosé spécifique a été maximale (175 10’ UFC/ml), la
multiplication de ce germe cariogéne a commencé a diminuer d’une fagon significative
(p<0.01) sous I’action d’extrait préparé a 20% d’HE de Miswak, ensuite sa multiplication a
été abaissée notablement (p<0.01) & (2.10°UFC/ml) en présence d’extrait préparé a 40%
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d’HE et a des taux d’extraits d’HE de 60, 80 et 100% aucune croissance du germe n’a été
constatée.

La croissance de Streptococcus mitis a été largement freinée par les différentes solutions
d’extraits d’huiles essentielles de Salvadora persica (Figure 24). En effet, aucune
prolifération du germe n’a été remarquée avec les extraits préparés particulierement a 80
et100% d’HE.

) |
\ e/ Extrait d’HE 4 80%. f/ Extrait d’HE & 100%.
| 4

Figure 24, Effet des extraits d’huiles essentielies de Safvadur a persica
sur la croissance de Streptococcus mitis.
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Pour I’espece Streptococcus faecalis, I’effet antimicrobien été trés marquant surtout
avec les solutions expérimentales préparées a 40, 60, 80 et 100% d’huiles essentielles de

Salvadora persica ou aucun développement microbien n’a été obsercé (figure 25).

Extrait d’HE a 40%

Figure 25 . Effet des extraits a base d’huiles essentielles de Siwak
sur la croissance de Streptococcus faecalis.

Concernant I’espece Staphylococcus aureus et d’une fagon genérale, aucune
croissance du germe n’a été remarquée sous I’effet des solutions a base d’huiles

essentielles de Salvadora persica préparées a des concentrations de 60, 80 et 100%
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(Figure 26). Laréduction (p<0.0) de la croissance de cette espéce bactérienne a été ressentie
tout d’abord & 20% d’HE de Miswak (8.10* UFC/ml), enstite la baisse (p<0.01) de sa
prolifération a été plus prépondérante dans les solutions préparées a 40% d’HE
(4.10°UFC/ml), enfin, la croissance du germe a été totalement annihilée avec I’usage des
extraits préparés respectivement a 60, 80 et 100% d’HE de Miswak (Tableau 16).

0% 20% 40%
d’huiles essentielle d’huiles essentielle d’huiles essentielle

0% 20% 40%
d’huiles essentielle d’huiles essentielle d’huiles essentielle

Figure 26. Effet des extraits a base d’huiles essentielles de Salvadora persica
sur la croissance de Staphylococcus aureus.

Tableau 16. Influence des solutions d’huiles essentielles de Salvadora persica sur la croissance de
certains germes responsables d’infections buccales.

Concentrations des solutions

Fungizone . . ) Effets des
Germes ou d’huiles essentielles de Salvadora persica différentes
Pénicilline G 0% solutions
0, 0,
100% 80% 60% 40% 20% Témoin
Candida albicans - 0° 0° 200 10* 5110® - 180 10% P<0.01
Stréptococcus o° o° o° 20010%  12010%® 175107 P<0.01
mutans
Str {:‘ptococcus 0° 0° 3310% 40104° 66 10® 266 10 P<0.01
mitis
Streptpcoqu&c 0° ob 0° 0P 24010% 53107 P<0.01
feacalis
Staphylococcusa 0°¢ 0°¢ 0°¢ 4010°%° 8010% 3010% P<0.01
ureus

Pour chaque groupe n = 5; Les résultats sont exprimés en valeur moyenne suivie de I’écart type correspondante; Les moyennes
figurant dans la méme colonne avec différentes souscriptions sont significativement différentes; UFC : Unité Formant Colonie.
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1.4. Concentration minimale inhibitrice (CM1) des germes étudiés

La solution d’huiles essentielles préparée a 40% laisse un taux de survie chez Candida
albicans d’environ 49,714%; alors qu’a des taux d’extraits d’huiles essentielles supérieurs ce
microorganisme s’avere incapable de survivre aprés 18 heures d’incubation a 37°C. C’est a
partir de I’extrait préparé a 60% d’HE que la croissance de Candida albicans s’annule d’une
maniere absolue; cette concentration est  retenue comme éant la concentration minimale

inhibitrice chez cette espéce de levure.

Les especes bactériennes Streptococcus mutans et Streptococcus mitis n’ont pas été
sensibles aux solutions d’huiles essentielles preparées a 0, 20 et 40% ; mais elles s’averent
incapables de se developper au contact d’extraits préparés a des concentrations supérieures
ou égales a 60% d’HE. La solution d’extrait de Miswak préparé a 60% d’HE est donc la
concentration minimale inhibitrice (CMI) capable d’inhiber totalement la croissance de ces

deux germes de référence.

Quant a I’espece Streptococcus faecalis elle s’avere capable de survivre a 77,77% sous
I’effet antimicrobien de I’extrait d’huiles essentielles de Mswak dilué a I’eau & 20%. A des
taux supérieurs de 40 et 60% d’HE la bactérie a connu des niveaux de survie de I’ordre de
55,55 et 44,44%, respectivement. La prolifération de ce germe est totalement anéantie dans
les extraits préparés a 80 et 100% d’HE. La plus faible concentration d’HE de Salvadora
persica a savoir de 80% représente ains la concentration minimale inhibitrice (CMI) ou

I’espece Streptococcus faecalis se trouve incapable de survivre.

La plus petite concentration pour laquelle il y a absence de variation de la densité
optique durant 24 heures d’incubation chez Staphylococcus aureus est réalisée enfin avec la
solution d’extrait préparée a 60% ; cette solution a base d’huiles essentielles de Miswak
représente donc la CMI capable d’inhiber totalement la croissance de I’espece microbienne

étudiée (Tableau 17).
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Tableau 17. Evaluation de la concentration minimale inhibitrice des solutions d’huiles essentielles
(HE) de Salvadora persica chez certains germes responsables d’infections buccales.

Concentrations des solutions

Germes Paramétres Témoin d’huiles essentielles de Salvadora persica
20% 40% 60% 80% 100%
Di 00.168 00.200 00.180 00.221  00.252 00.307
Candida albicans Df 00.343 00.287 00.260 00.186  00.187 00.307
Df -Di 00.175 00.087  0.080 -00.035  -00.065 00
S% 100 49.714 4571 00 00 00
CMI 60%
Di 00.092 00.054 00.090 00.138 00.196 00.267
Streptococcus mutans Df 00.241 00.132 00.175 00.126  00.193 00.267
Df -Di 00.149 00.078 00.085 -00.012 -00.003 00.00
S% 100 52.35 57.05 00 00 00
CMI 60%
Di 00.06 00.06 00.08 00.95 00.13 00.17
Streptococcus mitis Df 00.36 00.31 00.33 00.22 00.13 00.17
Df -Di 00.30 00.25 00.25 -00.73 00 00
S% 100 83.83 83.83 00 00 00
CMI 60%
Di 00.07 00.06 00.07 00.06 00.07 00.07
Streptocoques feacalis Df 00.16 00.13 00.12 00.10 00.07 00.07
Df -Di 00.09 00.07 00.05 00.04 00 00
S% 100 71.77 55.55 44.44 00 00
CMI 80%
Di 0.03 0.09 0.15 0.23 0.29 0.29
Staphylococcus aureus Df 0.33 0.24 0.29 0.23 0.29 0.29
Df -Di 0.30 0.15 0.14 0 0 0
S% 100 50 46.67 0 0 0
CMI 60%

Df : Densité optique aprés incubation ; Di : Densité optique avant incubation ; S: pourcentage de survie ; CM|1 : Concentration minimale

inhibitrice.
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1.5. Concentration minimale bactéricide(CMB) et fongicide (CMF) des germes étudiés

La (Figure 27) représente le nombre de microorganismes développés aprés 24 heures
d’incubation a 37°C d’une part des différentes dilutions d’inoculas microbiens de référence
dlant de 10" & 10* et d’autre part des différentes solutions d’extraits & base d’huiles
essentielles expérimentales ayant servies au préalable a la détermination des CMI de chague

microorganisme testé apres 24 heures d’incubation a 37°C.

A travers cette figure, il apparait que I’extrait d’HE de Miswak préparé a 40% n’a pas
inhibé totalement la croissance de Candida albicans. Cependant, la solution a 60% d’HE a
engendré un pourcentage de survie porche de 0,01% de I’espéce microbienne testée; cette
solution expérimentale constitue donc la concentration minimale fongicide (CMF) chez

I’espece de levure étudiée a svoir Candida albicans.

La solution d’extrait de Salvadora persica préparée a 20% d’HE n’a pas inhibé
totalement la croissance de Streptococcus mutans et de Sreptococcus mitis, a 40% d’HE les
niveaux d’inhibitions sont plus élevés et a 60% les pourcentages de survie des deux germes
sont proches de 0.01%; cette derniere concentration d’HE de Miswak peut étre considérée
comme éant la concentration minimale bactéricide (CMB) chez ces deux bactéries

(Streptococcus mutans et Streptococcus mitis).

Pour Saphylococcus aureus, il apparait nettement que la concentration minimale ayant
un pouvoir antimicrobien de type bactéricide (CMB) est bien la solution d’extrait d’huiles

essentielles de Salvadora persica préparée a 60%.

A [Pinstar des microorganismes précédemment cités, la CMB a été percue
exceptionnellement chez Sreptococcus faecalis a une concentration d’HE de Salvadora

persica beaucoup plus sévére ; de I’ordre de 80%.
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10=10% de survie

10°=1% de survie

10 =0,1% de survie

10*= 0,01% de survie

a/ Candida albicans

101=10% de survie

102=1% de survie

10° =0,1% de survie

10™= 0,01%de survie

b/ Streptococcus mutans

10=10% de survie

10°=1% de survie

10 =0,1% de survie

10*= 0,01% de survie

c/ Streptococcus mitis

10=10% de survie

10°=1% de survie

10° =0,1% de survie

10*= 0,01 % de survie

d / Streptocoques feacalis

10=10% de survie

1 10°=1% de survie

10 =0,1% de survie

10*= 0,01% de survie

e/ Staphylococcus aureus

Figure 27. Détermination de la CMF et des CMB des extraits a I’hexane de Salvadora persica vis-a-
visde certains germes responsables d’infections buccales.

Il résulte, a partir des rapports CMF/CMI et CMB /CMI que les huiles essentielles de
Salvadora persica exercent des effets inhibiteurs de type fongicide contre Candida albicans
d’une part et de type bactéricide en d’autre part chez respectivement les especes microbiennes
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étudiées: Streptococcus mutans, Sreptococcus mitis, Streptococcus faecalis et

Saphylococcus aureus (T ableau 18).

Tableau 18.Action inhibitrice des solutions d’HE de Salvadora persica chez certains germes
responsabl es des mal adies buccales.

*

CMF CMF/CMI Type d’inhibition microbien
Germes ou CMI ou des huiles essentielles

CmMB CMBI/CMI de Salvadora persica
Candida albicans 60% 60% 01 Fongicide
Streptococcus mutans 60% 60% 01 Bactéricide
Streptococcus mitis 60% 60% 01 Bactéricide
Streptocoques feacalis 80% 80% 01 Bactéricide
Staphylococcus aureus 60% 60% 01 Bactéricide

> D’aprés (Denisetal., 2011) :
CMF/CMI < 2 (Effet Fongicide ou Bactéricide)

CMF/CMI > 2 (Effet Fongistatique ou Bactériostatique)
Nor mes

» D’apres (Marmonier, 1990) :
CMF/CMI|<4 (Effet Fongicide ou Bactéricide)
CMF/CM |24 (Effet Fongistatique ou Bactériostatique)
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2. Discussion:

La cavité buccale est un carrefour aéro-digestif ou transitent en permanence les aliments
et I’air contaminés par de nombreux micro-organismes de I’environnement. Il n’est donc pas
étonnant qu’une flore microbienne trés abondante associée aux muqueuses buccales, aux
tissus dentaires et aux secretions salivaires (Berche et al., 1988) soit a I’origine de multiples

mal adies buccodentaires.

L’une des infections trés redoutables chez les nourrissons, enfants et individus
immunodéprimeés est la candidose buccale causée par Candida albicans (Pappas, 2006 ;

Pfaller et Diekema,2007).

Les solutions d’huiles essentielles (HE) de Miswak (Salvadora persica) prélevé de la
région d’Arak sise a Ain Salah au sud d’Algérie ont induit une régression remarquable
(p<0,01) de la croissance de cette espece microbienne. Par comparaison a la solution témoin
sans huiles essentielles, I’effet inhibiteur sur I’espéce fongique a commence a apparaitre a
40% d’HE; mais I’effet antimicrobien devient important surtout a 60% d’HE. Par ailleurs,
aucun développement de Candida albicans n’a été observé avec les extraits préparés a 80 et
100% d’HE de la plante. A ce propos, plusieurs auteurs ont confirmés la présence d’huiles
essentielles dans le Miswak et que leurs constituants bioactifs tels les composés terpéniques
présentent une action antimicrobienne potentielle contre de nombreux micro-organismes dont
I’espece de levure étudiée a savoir Candida albicans (Ezmirly et al., 1979 ;Al-Bagieh et

Almaset al., 1997 ; Abdullah et al., 2010 ; Noumi et al., 2010).

L’analyse de la composition chimique chez cette espéce végétale a montré qu’elle
renferme de nombreux autres substances ayant des activités antimicrobiennes variables d’une
espece microbienne a une autre. Les composés phénoliques (tannins et flavonoides)
(Farooqui et Sriastava, 1968), les glucosides ainsi que les composés sulfurés (Kamel et al.,

1992), le {3 sitostérol, le Salvadourea [1,3-bis-3 - Méthoxy-benzyle-urég] et I’acide m-anisique
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(Ray et al., 1975) sont autant de substances bactériostatiques signal ées depuis longtemps chez

Salvadora persica.

De méme, les extraits de la tige de Salvadora persica obtenus par hydro distillation
peuvent étre treés riches en certains composes bioactifs solubles dans I’eau comme I’ acide 3-4
OD caffeolylquinique, le catéchine et I’épi catéchine qui sont de puissants antioxydants
(Zhang et al., 1997; Guo et al., 1999; Xu et al., 2004 ) dont I’activité antimicrobienne
contre Candida albicans n’est pas encore démontrée a ce jour et dont les effets bénéfiques
sont trés approuvés contre de nombreuses maladies telles (cancers, coronariennes,
cardiovasculaires, hypercholestérolémie...etc.) (Nakagawa et Y okozawa, 2002; Stephanou,

2004; Townsend et al., 2004 ; Ikeda et al., 2005).

Le « Miswak » a de multiples autres composés bioactifs ayant des propriétés
particulieres citées par de nombreux auteurs dont antibactériennes, antioxydant (Noumi et al.,
2010), antiviral, analgésique, anti-inflammatoire, anti-pyretique, diurétique (Galletti et al.,
1993), anti-caries, anti-maladies parodontales et antifongiques (Al-Bagieh et Almas et al.,

1997).

Apparemment, les extraits préparés a 60, 80 et 100% d’HE de Miswak ont occasionné
des taux d’inhibitions élevés chez Candida albicans et variables respectivement de 42,62 a
62,30% ; alors que la solution préparée a 40% d’HE a enregistré de faibles (p<0.05) valeurs
de I’ordre de 37,705%. Ceci confirme bien gque les huiles essentielles de Miswak exercent un
effet antifongique avéré sur la croissance de Candida albicans. Plusieurs auteurs (Al-lafi et
Abanech, 1995 ; Runyoro et al., 2006 ; Noumi et al., 2010 ; Noumi et al., 2010; Alili et
al.,2014 ; Naseem et al., 2014; Kumar et al., 2016) ont prouvé a ce propos in-vitro I’effet
inhibitrice des extraits aqueux, aux solvants organiques et a base d’huiles essentielles du
Miswak sur la croissance de divers bactéries aérobies buccales ainsi que chez I’espéce

expérimental e étudiée Candida albicans.

102



Résultats et Discussion

Les solutions concentrées d’huiles essentielles de la tige de Miswak Algérien ont
manifesté selon une relation dose a effet une activité antifongique tres active en inhibant
proportionnellement la croissance in-vitro de Candida albicans. L’analyse de la concentration
minimale inhibitrice (CMI) et de la concentration minimale fongicide (CMF) a montré par
ailleurs que cette espece de levure est sensible a 60% d’extrait d’huile essentielles de Miswak
avec un rapport CMI/CMF égale a 1. D’apres (Denis et al., 2011) étant donné que le rapport
CMI/CMF est inferieur ou égale a 2 la substance antimicrobienne exerce un effet de type
fongicide. (Marmonier, 1990), rapporte a son tour que lorsque le rapport est inférieur ou
€gale a4 ceci suppose que la substance antimicrobienne présente un effet de type fongicide ;
alors que si le rapport est supérieur a 4 elle présente un effet plutdt fongistatique. L’extrait
d’huiles essentielles préparé a 60% semble donc exercer un effet de type fongicide vis-a-vis

de I’espéce étudiée Candida albicans.

Malgré que le fungizone est trés utilisé dans le traitement des candidoses, cet
antifongique peut étre la cause de toxicités graves chez certains patients caractérisées lors
d’un traitement prolongé par une rétention azotée avec augmentation de I’urée sanguine, des
pertes importantes d’électrolytes (Hypokaliémie) et des lésions prononcées des tissus rénales
pouvant évoluer vers une insuffisance rénale chronique (Viguié-Vallanet, 2005). La
recherche d’autres composés bioactifs naturels retrouvés chez certaines plantes médicinales
autochtones comme les huiles essentielles de Salvadora persica est plus que nécessaire pour
lutter contre de nombreuses maladies dont les candidoses. IIs peuvent constituer certainement
une thérapie naturelle tres efficace, de substitution aux traitements conventionnels dont les

effets néfastes seront certainement trés négligeables chez les patients.

Dans ce contexte, I’efficacité thérapeutique du carvacrol et de I’eugénol qui sont deux
composés phénoliques d’huiles essentielles de Salvadora persica a été bien démontrée dans
le traitement de la candidose buccale engendrée par Candida albicans (Onawunmi et al.,
1984 ; Wu et al.,1996). Les études in-vitro réalisées par (Al-Bagieh et Abanech, 1995) sur la
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flore buccale ont également confirmé que les principes composés bioactifs constitutifs de
Siwak (Salvadora persica) empéchent non seulement la croissance de Candida albicans;
mais auss de multiples bactéries aérobies et anaérobies, pouvant coloniser la cavité buccale et
qui sont responsables de la formation de la plaque dentaire ainsi que de la production d’acides
organiques capables de causer une deminéralisation des dents en favorisant par voie de
conséquence I’apparition de la cavité carieuse chez les malades (Elvin lewis, 1980 ; Sadhan
et Almas, 1999). Plusieurs auteurs préconisent ainsi I’utilisation du Miswak comme moyen
pouvant assurer I’hygiéne buccale et indiquent que ses extraits prépares notamment a de fortes
concentrations présentent des effets comparables sinon meilleurs par comparaison a d’autres
désinfectants oraux et agents anti plaque dentaire usuellement commercialisés (Almas et al .,

2002 et Almaset al., 2006).

Il est bien évident que les huiles essentielles de latige de Salvadora persica collectée
dans la région d’Arak a Ain Salah au sud d’Algérie et obtenues par hydro-distillation
contiennent I’essentiels des composés bioactifs susceptibles d’inhiber efficacement la
prolifération de Candida albicans. IIs peuvent constituer certainement une thérapie naturelle
de choix a moindre cout des candidoses constatées le plus souvent chez particuliérement les
enfants et les malades touchés par le sida accusant une immunodépression (Pappas, 2006 ;

Pfaller et Diekema,2007).

En outre, les huiles essentielles de la tige de Salvadora persica étudiée semblent
disposer d’un incroyable effet antimicrobien sur la croissance de Streptococcus mutans
communément connu comme étant le principal germe cariogéne (Liebana et Castillo, 1994).
En effet, la prolifération de cette espece microbienne est entierement estampée au contact

d’extraits d’huiles essentielles de Miswak préparés a 60,80 et 100%.

A ce sujet, plusieurs auteurs ont confirmé la présence d’huiles essentielles dans I’arbre

d’Arak (Salvadora persica) possedant un effet antimicrobien contre plusieurs germes
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responsables de la carie dentaire dont Streptococcus mutans (Dorner, 1981 ; Al-Bagieh et

Almaset al., 1997).

Apparemment, la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration
minimale bactéricide (CMB) de ce germe ont été obtenues avec la solution d’extrait d’huiles
essentielles préparée a 60%. Cet extrait dont I’action inhibiteur est deux fois moindre que la
pénicilline G s’avere exercer un effet antimicrobien de type bactéricide chez cette espéce

bactérienne (Marmonier, 1990 ; Deniset al., 2011).

A ce propos, plusieurs auteurs (Al-Bagieh et al ., 1994 ; Al- lafi et Abanenh, 1995 ;
Padma et al., 2012; Naseem et al., 2014 ; Abhary and Al-Hazmi, 2016; Kumar et al.,
2016) ont prouvé in vitro I’action inhibitrice chez Streptococcus mutans de nombreux extraits
de Miswak outre que les huiles essentielles obtenues non pas par hydro distillation ; mais par
macération a lI’eau ou par usage d’ autres solvants organiques (éthanol, méthanol,

hexane..etc.).

Il est bien établi qu’en générale, les huiles essentielles exercent I’effet inhibiteur contre
la croissance des microorganismes par plusieurs mécanismes ; physiques, physicochimiques
ainsi que biochimiques. Cette action inhibitrice se manifeste par une multiplicité d’influence
individuelles affectant I’ADN quelques protéines spécifiques et I’activité de certains enzymes

cellulaire (Luck et Jager ,1997 ; Cowan, 1999).

De plus, I’effet antimicrobien de tels extraits est expliqué par leurs pouvoirs de
s’adsorber sur la membrane cellulaire tout en privant les bactéries de certains ions métalliques
(Scalbert, 1991). Selon (Luck et Jager, 1997), les huiles essentielles peuvent éventuellement
attaguer la membrane cellulaire en la perforant, ce qui peut se traduire par une augmentation
du flux de protons, vers I’intérieur de la cellule et un accroissement des besoins en énergie des

microorgani Smes.
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L’autre bactérie commensale qui peut coloniser les surfaces dures dans la cavité buccale
telles que les tissus dentaires ainsi que les muqueuses est Streptococcus mitis (VanHoute et
Jansen, 1970).

Les extraits de Salvadora persica préparés notamment a des concentrations d’huiles
essentielles de 80 et 100 ont engendré un effet antimicrobien potentiel de type bactéricide
chez cette espéce microbienne.

Dans ce contexte, I’existence de plusieurs composés bioactifs dans le Miswak ayant une
activité inhibitrice contres la croissance de nombreux germes appartenant au genre
Streptococcus dont Streptococcus mutans, Streptococcus salivavius et Sreptococcus sanguis
aété constatée par plusieurs auteurs (Al-Bagieh,1992 ; Al Bagieh,1997 ;Daroutet al.,2002 ;
Darout et al.,2003; Padma et al., 2012; Naseem et al., 2014 ; Rasouli et al., 2014 ;
Abhary et Al-Hazmi, 2016; Kumar et al., 2016). La majorité de ces substances exercant des
effets antimicrobiens specifiques contre I’espece Sreptococcus mitis ont été extraites du
Miswak surtout soit a I’eau ou par I’entremise de solutions aqueuses hydro-alcooliques a
I’éthanol ou au méthanol (Prashant et al., 2007 ; El-Tatari et al., 2011; Fatin-Majdinaet
al., 2014 ; Zaid et al., 2015). Il a été prouvé gue certains de ses constituants chimiques sont
biologiquement tres actifs tels que la vitamine C, la salvadorine, le salvadourea, les alca oides,
latriméthylamine, les glycosides cyanogenes, les tanins, les saponines et les chlorures (Almas
et al., 2006 ; Rajesh et al., 2009). Néanmoins, aucune étude a notre connaissance n’a été
rapportée a ce jour sur I’action antimicrobienne particuliere des principaux constituants
d’huiles essentielles de Salvadora persica sur la croissance de Streptococcus mitis considérée
comme étant I’une des especes bactériennes la plus cariogéne chez I’homme (Bisno et Van
DeRijin,1995 ; Farge, 1998 et Regnault, 2000).

Il faut rappeler que I’activité de tels extraits du végétal dépend de plusieurs facteurs
dont le mode d’extraction, le type des solvants utilisés et les concentrations en principes actifs

appliquées (Wagner, 1993). Il est bien établi qu’en générale, les huiles essentielles exercent
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I’effet inhibiteur contre les microorganismes par plusieurs mecanismes dont d’une part par
interférence avec la double couche lipidique de la membrane cellulaire en provoquant une
augmentation de la perméabilité et de la perte des constituants cellulaires et en d’autre part
par atération des différents systémes enzymatiques tels ceux impliqués dans la production de
I’énergie cellulaire et la synthése des composants de structure (Véronique et al., 1998).

Par ailleurs, les huiles essentielles de Salvadora persica ont dévoilé une activité
antimicrobienne potentielle sur la croissance de Streptococcus faecalis impliqué dans la carie
dentaire (Ryberg et al., 1991) et sur I’'un des germes le plus pathogene pouvant coloniser le
nasophyrynx (Tanner, 1994) et responsable fréquemment des infections nosocomiales
(Almas, 2004) a savoir Staphylococcus aureus. En effet, aucune croissance de ces deux
bactéries n’a éte observée dans les solutions préparées a 60, 80 et 100% d’HE de Miswak.

Cet effet antimicrobien qu’exercent les huiles essentielles de Salvadora persica contre
Streptococcus faecalis et Staphylococcus aureus a été bien rapporté par plusieurs auteurs
(Al-bagieh et al., 1994 ; Al-lafi et Abaneh, 1995; Almas,1999 ; Almas, 2002 ; Daroutet
al., 2003). A ce propos, il est bien établi que les composés terpéniques comptent parmi les
principaux constituants des huiles essentielles chez cette espéce végétale ayant un effet
inhibiteur avéré contre de nombreux germes. En plus, les huiles essentielles sont dotées de
plusieurs groupements fonctionnels tels que les phénols et des aldénhydes capables de réagir
avec les enzymes membranaires des bactéries tout en affectant le métabolisme cellulaire et par
voie de conséquence leurs facultés a croitre convenablement dans le milieu (Knobloch et al,
1989).

D’aprés (Yarbrough et al., 1980) ces principaux composés bioactifs peuvent agir
surtout en bloguant le transport actif de la proline et des aldolase chez Streptococcus
faecalis tout en empéchant I’activité du transport phosphooxydatif ainsi que de la

consommation d’O, chez les Staphyl ococcus aureus.
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Les tests relatifs aux zones d’inhibitions et les taux d’inhibitions des HE de Miswak sur
la croissance de Streptococcus faecalis et Staphylococcus aureus viennent confirmer les
résultats prealables. Il s’avere que la croissance de ces deux germes est inversement
proportionnelle a la concentration des solutions expérimentales en huiles essentielles de la
plante. De plus, I’analyse de la concentration minimale inhibitrice (CM1) et la concentration
minimale bactéricide (CMB) a montré clairement que les huiles essentielles de Miswak
exercent un effet antimicrobien de type bactéricide vis-a-vis de Streptococcus faecalis et
Saphylococcus aureus (M armonier, 1990 et Denis et al., 2011). Streptococcus faecalis a été
inhibée totalement avec la solution expérimentale concentrée a 80% d’HE ; alors que le germe
Staphylococcus aureus a été entierement détruit a 60% d’HE de Miswak.

D’aprés une expérience réalisee au soudan, les extraits aqueux et hydroalcooliques de
Siwak présentent un effet inhibiteur sélectif sur la croissance de nombreux germes salivaires
appartenant au genre Streptococcus (Darout et al., 2003). Cet faculté antimicrobienne des
extraits de Salvadora persica chez particuliérement I’espece Sreptococcus faecalis a été bien
révél ée dans les études menées par (Saeed Zayed et al., 2016 et Muhindi et al., 2016).

Par ailleurs, les résultats trouvés semble contradictoire a ceux de (Almas, 2004) qui
n’ont pas remarqué de développement des zones d’inhibitions chez Saphylococcus aureus;
alors qu’ils sont en entiere accord avec ceux rapportés par (Yarbrough et al., 1980 ; Naseem
et al., 2014; El-Desoukey, 2015; Abhary and Al-Hazmi, 2016; Kawakib, 2016; Kumar et
al., 2016; Muhindi et al., 2016) et qui ont suggéré I’existence chez I’espéce Salvadora
persica de nombreux constituants bioactifs en I’occurrence les huiles essentielles riches
particulieérement en composeés terpéniques ayant montré des aptitudes potentielles a empécher
la croissance de ce germe.

Les batonnets a brosse a dent soit de la tige ou de la racine de I’espéce végétale
Salvadora persica prélevée dans la région d’Arak, a Ain Salah, au sud d’Algérie semblent

donc contenir I’essentiel des composés bioactifs capables d’inhiber plusieurs bactéries
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banaux et/ou pathogenes. Ils peuvent assurément constituer un moyen efficace susceptibles
d’assurer une bonne hygiéne buccale au méme titre que les traitements conventionnels
usuellement utilisés de nos jours (dentifrices, bains de bouche...etc.). Il est d’ailleurs,conseillé
de les employer, comme moyen thérapeutique, au moins 5 fois par jour, pour lutter
efficacement contre les multiples bactéries a |’origine des nombreuses infections
buccodentaires pouvant toucher la santé humaine dont (carie dentaire, gingivite, parodontite et

candidose) (Consensus Statent on Oral Hygiéne, 2000).
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Conclusion:

Les huiles essentielles de latige de Salvadora persica obtenus par hydro-distillation ont
montré des effets antimicrobiens tres intéressants chez Candida albicans ainsi que chez
certains germes communément responsables des infections buccales dont Streptococcus
mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus faecalis et Staphylococcus aureus.

Le degré d’inhibition de la croissance de ces microorganismes s’avere dépendre de la
concentration en huiles essentielles des solutions inhibitrices utilisées. Ainsi, plus la
concentration en huiles essentielles de la tige de Miswak est importante plus le niveau

d’inhibition des principaux microorganismes testés est considérable.

L’analyse de la concentration minimale inhibitrice (CMI), de la concentration minimale
bactéricide (CMB) et de la concentration minimale fongicide (CMF) a montré clairement que
les huiles essentielles exercent un effet antimicrobien de type d’une part fongicide vis-a-vis de
Candida albicans et d’autre part bactéricide vis-a-vis des autres germes étudiés. Le germe
Streptococcus faecalis a été par ailleurs inhibé totalement avec la solution d’extrait de
Salvadora persica concentrée a 80% d’huiles essentielles; aors que Candida albicans,
Sreptococcus mutans, Streptococcus mitis et Saphylococcus aureus ont été entierement

détruits & 60% d’huiles essentielles.
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Chapitre V. Effets des bains de bouche a base d’extraits aqueux de la tige de Salvadora persica

sur I’hygiéne buccale chez les patientes accusant une carie dentaire.

1. Résultats:

1.1. Variations du nombre de germes dans les solutions d’extraction de rincage de

Salvadora persica (bains de bouche) au 30émej our detraitement buccal.

Dans I’ensemble des solutions des bains de bouche a base d’extraits de tige de
Salvadora persica récupérées aprés rincage buccal au 30°™ jour de traitement, le nombre de
germes totaux ne varie guére d’une maniére significative (p>0.05); 98 10° UFC/ml, en
moyenne. Néanmoins, le nombre le plus élevé en ces germes est signalé dans I’échantillon de
bain de bouche témoin & base seulement d’eau distillée (189 10° UFC/ml). Par ailleurs,
I’accroissement des germes est nettement affaibli dans lesextraits de bain de bouche préparés
a partir des taux séveres de broyat detige de Salvadora persica. L’analyse de variance ne
montre, toutefois, aucune variation en nombre de germes totaux dans les différentes solutions
de rincage appliquees par les patientes atteintes de carie dentaire en vue d’assurer une bonne
hygiene buccodentaire.

Apparemment, la solution de bain de bouche a base d’eau distillée ayant éé utilisées
apres ringage buccale par les sujets placebos présentent la plus forte concentration en germes
Lactobacillus par comparaison aux autres solutions de bains de bouche a base d’extrait de
Salvadora persica (p<0.05); 286 10° contre 390 10° UFC/ml en moyen. Egalement, il a été
noté, apres rincage bucca que les solutions de bains de bouche préparées a partir de 15 et
17.5% de broyat de tige accusent de médiocres taux (p<0.05) en ces germes par comparai son
au témoin ; 122 10° et 100 10° UFC/ml vs 286 10° UFC/ml, en moyenne, successivement.
Toutefois, les résultats enregistrés dans les autres solutions de rincageexpérimentales a base
d’extrait aqueux de Salvadora persica s’averent statistiquement (p>0.05) identiques (200

UFC/ml, en moyen) mais restent inférieurs (p<0.05) a ceux du témoin. L’analyse statistique

montre I’effet significatifapres rincage buccal desdifférentes solutions a base d’extraits de
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Salvadora persica sur les variations du nombre de Lactobacillus aprés un traitement
thérapeutique de 30 jours chez |es patientes atteintes de caries dentaires.

Les germes Sapylococcus aureus et Sreptocoques fécaux s’averent tres sensibles aux
extraits de Salvadora persica qui les ont inhibé en totaité. Au contraire, une légére
prolifération en ces germes est remarquée dans la solution témoin sans composés bioactifs de
Miswak & base seulement d’eau distillée ; 118 10° et 78 10°UFC/mI, en moyenne,

respectivement (Tableau 19).

Tableaul9. Evaluation du nombre de germes dans les solutions de ringage a base
d’extraits de Salvadora persica apres 30 jours de traitement buccal chez les patientes atteintes

de carie dentaire.

Extraits aqueux préparés a différentstaux

de broyats detige de Salvadora persica Effets
Germes desextraits d_e
Salvadora persica
F1
0% 2,5% 5% 75% 10% 125% 15% 175% (F1)
Germe totaux

X 10°UFC/mI) 189 130 181 63 68 57 52 48 NS

Lactobacillus — pgga  p47% 218  187%  178®  170®  122°  100° *

(X 10°UFC/ml)

Staphylococcus
aureus 118 Abs. Abs. Abs.  Abs. Abs. Abs. Abs. -

(X 10°UFC/ml)

Streptocoquesfé
caux 78 Abs. Abs. Abs.  Abs. Abs. Abs. Abs. -

(X 10°UFC/ml)

Chaque groupe est représenté avec un nombre de répétitions de 06 sujets (n=06) ; les résultats sont exprimés en valeur moyenne; Abs.:
absence de croissance du germe; F1: facteur étudié extraits de Salvadora persica; NS: effet non significatif du facteur étudié F1; * : effet
significatif du facteur étudiéF1; a,b : comparaison statistique des moyenne deux a deux selon letest de Newman Keuls.
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1.2. Variation du nombre de germes sur les surfaces des dents aprés 30 jours de
traitement buccale aux différents extraits aqueux de Salvadora persica.

Les sujets ayant subi un simple rincage buccale a I’eau distillée, araison de trois fois par
jour, pendant une période de 30 jours présentent le nombre le plus élevé de germes totaux
sur les surfaces des dents cariées (280 10° UFC/US en moyenne) (p<0.05). En revanche, le
nettoyage buccal avec les extraits prépares a partir de 15 et 17.5% de matiére végétale detige
de Salvadora persica a engendré chez les patientes une recrudescence remarquable et
significative en nombre de ces germes (P<0.05) ; par comparaison aux placebos les baisses
sont estimés a 98.64 et 99.07%, successivement. Par ailleurs, de faibles diminutions
microbiennes sont décelées sur les surface des dents traitées avec les autres solutions de bain
de bouche prépares a partir de (2.5, 5, 7.5, 10 et 12.5%) de broyat de tige de I’espéece végétae
étudiée ; les différences des résultats notées sont négligeables par comparaison a ceux du
témoin. L’analyse de variance dévoile I’effet marquant des différentes solutions de bains de
bouche a base d’extraits de Salvadora persica sur les variations du nombre des germes
totaux enregistrés au niveau des surfaces des dents cariées chez les patientes incluses dans
I’étude en conséquence d’une thérapie de ringage buccale quotidienne pendant une durée de

30jours.

D’une maniére genérale, le nombre de Lactobacillus enregistré chez les sujets au niveau
des surfaces des dents cariées n’a pas changé significativement (p>0.05) apres un ringage
buccal aux différentes solutions d’extractions expérimentales. Mais, le taux en ces germes
demeure plus important (36 10° UFC/US) chez les personnes traitées a I’eau distillée (témoin)
par comparaison a ceux sous traitement aux bains de bouche a base d’extraits de Salvadora
persica (225 10° UFC/US, en moyenne). Par ailleurs, un rincage rigoureux avec les solutions
d’extractions préparées a de forts taux de broyat de tige en particulier de 15 et de 17.5%

s’avere réduire plus le nombre des microorganismes par comparaison aux autres extraits
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expérimentaux. Toute fois, I’analyse de variance montre I’effet non significatif du facteur
étudié (extraits de Salvadora persica) sur la prolifération du nombre des germes Lactobacillus

a la surface des dents chez I’ensemble des individus de sexe féminin impliqués dans I’étude.

Il apparait, enfin, clairement, que le ringage rigoureux de la bouche avec les différentes
solutions de bains de bouche a base d’extraits aqueux de Salvadora persica a éradiqué
compléetement la prolifération des germes Stapyl ococcus aureus et Streptocoques fécaux sur
la surface des dents des patientes. Cependant, chez les sujets placebos ayant subit une simple
thérapie a I’eau distillée le nombre de ces germes décelé a la surface des dents cariés été tres
redoutable et fortement incrusté; 202 10" UFC/US et 104 10° UFC/US, respectivement
(Tableau 20).

Tableau 20. Evaluation du nombre de germes sur les surfaces des dents chez les patientes

atteintes de carie dentaire aprés 30 jours de traitement buccal aux bains de bouche a base
d’extraits aqueux de Salvadora persica.

Extraits & I’eau préparés a différents taux
de broyats detige de Salvadora persica

Effets des
Germes extraitsde
S. persica
Q % 2,5% 5% 7,5% 10% 125% 5% 175%
(Témoin)
Germe totaux
(UFCIUS) 28010°% 24010 16010*® 180 10  12010®*  12010"® 3810*° 26010°° *
Lactobacillus
X 107 UFCIUS 36 280 274 242 364 140 100 178 NS
Staphylococcus
aureus 202 10* Abs. Abs. Abs. Abs. Abs. Abs. Abs. -
(UFC/US)
Streptocoquesfé
caux 10410°  Abs. Abs. Abs. Abs. Abs. Abs. Abs. -
(UFC/US)

Chaque groupe est représenté avec un nombre de répétitions de 06 sujets (n=06) ; les résultats sont exprimés en valeur moyenne; Abs. : absence de
croissance du germe; F1: facteur étudié extraits de Salvadora persica ; NS: effet non significatif du facteur étudié F1; * : effet significatif du facteur
étudiéF1; S persica: Salvadorapersica; a,b : comparaison statistique des moyenne deux a deux selon le test de Newman Keuls.
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2. Discussion :

D’une maniére générale, le nombre de germes totaux recensé dans les différentes
solutions d’extraits & I’eau de latige de Salvadora persica apreés rincage buccal au 30°™ jour
de traitement chez les patientes touchées par la carie dentaire est considérable et reste
inchangeé par comparaison ala solution témoin a base seulement d’eau appliquée par les sujets
placebos. Le milieu buccal est naturellement une niche écologique ou peut s’établir plus de
300 especes bactériennes (De Soet et De Graaff, 1998 ; Van Houte, 1994) dont une
vingtaine d’entre eux seulement possedent des propriétés spécifiques qui leur conferent des
caracteres cariogenes (Farge. 1998). Ceci peut expliquer en partie les fortes concentrations

microbiennes retrouvées dans | es différentes solutions de ringage.

Apparemment, le nettoyage buccale appliqué au quotidien, au moins a raison de trois
fois par jour pendant une période minimum de 30 jours en particulier par usage d’extraits de
bains de bouche préparés a partir des taux séveres de broyat de tige de Miswak semble réduire

efficacement (P<0.05) le nombre de ces germes sur les surfaces des dents cariées.

Les informations approfondies sur les principaux composés biologiquement actifs de
I’espece végétale éudiée Salvadora persica contribuants a la prévention des maadies
buccales sont relativement limitées et les connaissances de leurs répartitions détaillées dans
les différentes parties de la plante autochtone collectée au sud d’Algérie peut conduire sans
doute a une meilleure compréhension des variations d’action inhibitrices observées par les

divers solutions d’extractions.

Plusieurs études ont prouvé a ce sujet I’existence dans les extraits queux de Miswak de
nombreux substances ayant un effet inhibiteur sur la croissance de nombreux bactéries
aérobies et anaérobies impliquées dans la carie dentaire et dans les multiples maladies

infectieuses pouvant affecter la cavité buccale (gingivite, parodontite, candidoses...etc.) (Al
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bagieh, 1994 et Alafi et Ababnech, 1995 ; Puupponen-pimia et al., 2001; Taguri et al.,
2004; Ezekiel et al., 2009; Todkar et al., 2010; El-Tatari et al., 2011; Padma et al.,
2012;Naseem et al., 2014; Zaid et al., 2015; Abhary and Al-Hazmi, 2016]; Kumar et al.,

2016).

En effet, plusieurs auteurs ont signalé la présence dans les extraits bruts a I’eau de la
tige de Miswak d’une part de fortes teneurs de Benzyisothiocyanate ayant une activité
multiple : antiviral, antimycotique et antimicrobien (Al bagieh, 1992 et 1994) et en d’autre
part des constituants telles les sulfocyanates et les sulfates pouvant méme renforcer I’action
antimicrobien des composes natifs salivaires comme : (I’hydrogene peroxyde, la pyroxydase

et le sulfocyanate). (Tenovuo et al 1981 et Thomas, 1994).

Ainsi, les composés anioniques potentiels (Nitrates, Sulfates, lons chlore) ayants un
effet antimicrobien (Darout et al., 2003) retrouves dans nos extraits expérimentaux et
préparés en particulier a de fort taux de substrat de tige sont a I’origine probable de ces

réponses.

En outre, d’apres la nature des composées phénoliques analysées au niveau de la tige
chez I’espéce étudiée Salvadora persica, il est bien connu que certains acides chlorogéniques
et alcaloides comme latrigonelline retrouveés a de fortes concentrations dans la plante, ainsi
que d’autres composés bioactifs constitutifs présents a de faibles taux dont le kaempherol, la
guercitine, la catechine et le narengénine exercent un effet antimicrobien considérable contre
de nombreuses bactéries (Bhatti et al., 1996). Ces principes actifs peuvent affecter la
croissance des germes d’une part en inhibant surtout I’activité de certains enzymes telles la
glucosyltransferase (GTFs) tout en réduisant le phénoméne d’adsorption de la GTFs a la
cellule bactérienne (Jagtap et Karkera, 2000) et en d’autre part en endommageant la
structure membranaire des bactéries (Ikigai, 1993). Bien d’autres composés bioactifs non

identifiés & ce jour peuvent certainement étre retrouvés chez particuliérement I’espece
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autochtone étudiée Salvadora persica récoltée en Algérie dans la wilaya de Ain Salah au sud
du pays et qui nécessitent impérativement d’autres investigations de recherche développement

qu’il faut entreprendre en perspective.

Concernant, les Lactobacillus et par comparaison aux autres germes analyses, le nombre
décelé dans I’ensemble des échantillons expéerimentaux testés (Solutions des bains de bouche
apres rincage et les prélévements de surface des dents aprés nettoyage buccale) est tres
appréciable; 152 10° UFC/ml et 209 10° UFC/US, en moyenne, respectivement. Ces
constatations corroborent ceux de (Almas et Alzeid, 2001) qui viennent confirmer
I’inefficacité des extraits de Salvadora persica a inhiber tous les germes du genre
Lactobacillus dont I’espece cariogéne la plus dominante Lactobacillus casel ; ce qui les rends
sans doute trés redoutables dans le phénomene d’apparition des plaques dentaires chez nos
patientes. D’aprés (Ryberg et al., 1991) lapart en ces germes que compte la plaque carieuse
mature est souvent moins abondante chez les personnes toucheées par la carie dentaire. Il est,
toutefois, bien établi, qu’a coté des Sreptocoques les Lactobacilles sont considérés comme
étant les bactéries les plus productrices d’acides au niveau buccal a I’origine probable de
I’accélération du procés de dégradation des dents constaté chez certaines patientes incluses

dans I’étude (Van loveren, 2000).

En revanche, les extraits de bains de bouche de Salvadora persica ont exercé un effet
bactéricide certain et trés marquant sur la prolifération des Saphylococcus aureus et des
Sreptocoques fécaux durant I’expérimentation ou aucun de ces germes n’a été enregistré ni
dans les solutions d’extraction de Miswak apres nettoyage buccal et ni sur les surfaces des
dents aprés une thérapie de ringage répétée au quotidien araison d’une fréquence de trois fois

par jour sur une période total e de traitement de 30 jours.

Ces résultats, ne concordent pas a ceux avancés par (Almas, 2001) qui na pas remarqué

d’inhibition de la croissance des germes Staphylococcus aureus par les extraits agqueux de
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Miswak ; alors qu’ils sont entierement en accord avec ceux de (Yarbrough et al., 1980;
Naseem et al., 2014; El-Desoukey, 2015; Abhary and Al-Hazmi, 2016) qui suggerent
I’existence chez I’espece Salvadora persica de nombreux constituants antimicrobiens (comme
les nitrates et les sulfates) capables d’empécher I’activité du transport phosphooxydatif ainsi

que la consommation d’oxygene chez notamment Staphylococcus aureus.

Nos constatations confirment éventuellement les propos de nombreux auteurs (Dar out
et al., 2002 ; Al-Bayati et Sulaiman, 2008 ;Saeed Zayed et al.,2016 et Muhindi et al.,2016)
qui ont rapporté un effet antimicrobien avéré des extraits a I’eau de Miswak sur I’ activité des

entérobactéries dont I’espece Enterococcus faecalis.

Par ailleurs, d’aprés Albagieh (1992), Albagieh (1994), Almas et Albagieh (1999) et
Darout et al. (2003) certaines substances bioactifs contenues dans notamment la tige de
Salvadora persica dont (benzyisothiocyanate, chlorures, sulfocynates, nitrates ...) exercent
des effets inhibiteurs remarquables sur de nombreux germes responsables des multiples
infections buccales (gingivite, parodontite, candidoses et carie dentaire) et dont I’efficacité
antimicrobien a été particulierement remarquée a I’égard des deux espéces bactériennes
étudiées en I’occurrence Sreptocoques fécaux et Saphylococcus aureus. Il a éé auss
démontré que ces principaux constituants bioactifs agissent en affectant surtout le transport
actif de la proline et des aldoses chez les Sreptococcus faecalis tout en empéchant I’activité
du transport phosphooxydatif ainsi que la consommation d’O, chez les Staphylococcus

aureus et les Pseudomonas aerogénasa (Y arbroughet al., 1980).

Ains le nettoyage buccal, par usage des bains de bouche confectionnés a partir
d’extraits agueux du batonnet de tige deSalvadora persica, connu dans notre région sous le
nom familier de bétonnet d’arbre de brosse a dent, ou d’arbre de (Miwak) et/ou d’arbre
d’Arak s’avere un moyen tres efficace pouvant prévoir I’installation des caries et assurer une

bonne hygiéne buccale. Le (Consensus Statement on Oral Hygiéne) consellle, d’ailleurs, de
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Résultats et Discussion

I’employer au moins 5 fois par jour, ce qui peut diminuer remarquablement I’accumulation

des plaques dentaires.
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Résultats et Discussion

Conclusion:

D’une maniere générale, il s’avére que les solutions de bain de bouche préparées en
particulier a des taux séveres de broyat de tige de Salvadora persica de 15 et 17.5 %
constituent un moyen thérapeutique trés efficace capabled’assurer 1’hygiéne buccale.

IIs ont occasionné des diminutions notables en nombre de germes totaux sur les
surfaces des dents carieuses (P<0.05) ; avec des baisses de I’ordre de 98 % par comparaison
aux sujets placebos ayant subit un traitement a I’eau sans extrait de Miswak.

De plus, ces solutions de rincage ont assuré une totale irradiation des germes
Staphylococcus aureus et Sreptocoques fécaux impliqués souvent dans certaines infections
buccalestelles lagingivite et la parodontite.

Néanmoins, les Lactobacillus semblent tres résistantes aux différents extraits agqueux
expérimentaux. Méme aprés un ringage rigoureux aux bains de bouche préparés a des taux
élevés de broyat de tige, ces germes sont restés fortement incruster sur les surfaces des dents

mal ades.
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Conclusion générale

Le sol de la zone de I’étude (Arak a Ain Salah au Sud de |’ Algérie) de type sable pure,
caractérisé de faiblement riche en matiére organique, en azote totale et en calcaire assimilable
semble trés approprié, malgré ces conditions sévéres, au développement de la plante végétale
autochtone Salvadora persica qui, toutefois, pousse d’une maniere éparse dans la région.

La composition chimique révéle aussi une forte présence de la fraction minérale chez
I’espéce végétale testée (Salvadora persica) notamment au niveau de I’écorce ou les teneurs
enregistrées sont plus importantes que ceux de latige et de laracine. Par ailleurs, les teneurs
en matiére organique sont trés élevées alafois au niveau de laracine (90.22 %MS), de la
tige (87.76 %MS) et de I’écorce (86.94%MS). Quant aux composés phénoliques, les
proportions recensées dans latige sont deux fois plus élevées que dansI’écorce et la racine.

Les acides 5 O caffeoylquinique, 4-OCaffeoylquinique, 3-5 O caffeoylquinique, catéchine
et epicatéchine comptent parmi les principaux poly phénols constitutifs de la tige de
Salvadora persica. La racine est trés riche en acide 50 caffeoylquinique et en acide 4-5 O
caffeoylquinique. L’écorce, enfin, accuse une forte teneur en acide 3-OCaffeoylquinique, acide
5-OCaffeoylquinique, acide 5-OFeruloylquinique , acide 4,5-ODcaffeoylquinique, catéchine,
narengenine ainsi qu’en certains alcaloides dont caféine, trigonelline et théobromine.

Les extraits aqueux d’écorce sont plus chargés en ions potentiels (nitrates et sulfates)
gue les extraits de latige et ceux dela racine. En revanche, lesions chlore dans les extraits de
la tige sont beaucoup plus importants que ceux des autres parties de la plante testées. Enfin,
les solutions d’extraction a I’eau soit de broyat de tige, de racine et/ou d’écorce ne semblent
contenir guére d’ions fluorures méme a I’état de trace.

Les extraits alcoolique de la tige montrent a leurs tour des proportions plus élevées en
composes phénoliques que ceux de laracine et de I’écorce. De plus, il apparait nettement que
ces constituants dans les solutions d’extraction sont proportionnels a la quantité de matiere
végétale (tige, racine et/ou écorce) utilisée durant I’extraction.

Les extraits hydro éthanolique de Salvadora persica riches en composés phénoliques,
n’ont pas exercé d’effet bactériostatique ou bactéricide sur I’espece bactérienne considérée
comme étant la plus cariogene: Streptococcus mutans.

Toute fois, les autres germes étudiés responsables de caries dentaires et de maladies
parodontales dont (Streptococcus mitis, Streptocoque fécaux, Lactobacillus case,
Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis) ont été inhibé avec les extraits
préparés respectivement a 02.5 g de broyat de racine et renfermant un taux de poly phénols
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d’environ (07.21 mg EGA / 100 ml), & 5 g de matiére végétale brut de tige contenant (31.36
mg EGA /100 ml EHA) et a 7.5 g d’écorce (24.17 mg EGA / 100 ml EHA).

Au terme des essais réalisés, il apparait qu’ une quantité moyenne de 8 g de matiére
végétale de Salvadora persica récoltée dans la région d’Arak au Sud d’Algérie contient
I’essentiel des composes phénoliques susceptibles d’inhiber entierement les principaux
germes responsables d’infections buccales.

Les huiles essentielles de latige de Salvadora persica obtenus par hydro-distillation ont
montré également des effets antimicrobiens trés intéressants chez Candida albicans
responsabl e de candidose buccale ainsi que chez certains germes communément responsables
des infections buccales dont Streptococcus mutans, Streptococcus mitis,  Sreptococcus
faecalis et Staphylococcus aureus. Ces huiles essentielles semblent exercer des effets
antimicrobiens de type d’une part fongicide vis-a-vis de Candida albicans et en d’autre part
de type bactéricide vis-avis des autres germes étudiés. Le germe Streptococcus faecalis a été
par ailleurs inhibé totalement avec la solution d’extrait de Salvadora persica concentrée a
80% d’HE; aors que Candida albicans, Streptococcus mutans, Streptococcus mitis et
Staphylococcus aureus ont été entierement détruits a 60% d’huiles essentielles de Miswak.

Les solutions de bain de bouche préparées en particulier a des taux sévéres de broyat de
tige de Salvadora persica de 15 et 17.5 % constituent un moyen thérapeutique trés efficace
capable d’assurer I’hygiene buccodentaire. Durant la durée de traitement en seulement 30
jours, les solutions de ringage buccal préparés ont occasionné des diminutions notables en
nombre de germes totaux sur les surfaces des dents carieuses (P<0.05) ; avec des baisses de
I’ordre de 98 et 99% par comparaison aux sujets placebos ayant subit un traitement a I’eau
sans extrait de Miswak. De plus, I’application de ces solutions de bain de bouche ont
manifesté chez les malades en terme de traitement une totale irradiation des germes
Staphylococcus aureus et Streptocoques fécaux impliqués souvent dans certaines infections
buccales telles la gingivite et la parodontite. Néanmoins, les Lactobacillus semblent trés
résistantes aux différents extraits agueux expérimentaux. Considérés comme étant les
bactéries les plus productrices d’acides au niveau buccal, ils sont certainement a I’origine de
I’accelération du processus de déminéralisation des dents et de la formation des multiples
cavités carieuses constatées chez certaines patientes étudiées.

Economiquement, cette espéce végétale peut étre trés rentable pour le pays puisque a
coté de ses bienfaits thérapeutiques avérées elle s’avere capable de s’adapter aisément aux
conditions édaphiques les plus rustiques ce qui peut constituer non seulement une source
fourragére potentielle pour les éleveurs de bétail notamment durant les périodes de disettes
mais auss un moyen de lutte trés efficace contre I’érosion et la désertification
particulierement dans les zones arides.
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En perspective, il serait fort intéressant d’étudier d’une maniere plus approfondie les
principaux composés biologiquement actifs contenus dans les extraits de Salvadora
persica préevée non seulement dans la région d’Arak ; mais aussi dans d’autres régions
d’Algérie. Une culture en pépiniére, suivie d’une implantation sous serre peut étre suggérée
pour une meilleure exploitation de cette espece végétale. L’action antimicrobienne des
extraits de la plante Salvadora persica en comparaison avec certains autres plantes
meédicinales récoltées en Algérie (Thym -Thymus vulgaris, e romarin -Rosmarinus officinlis,
le fenouil commun- Foenicum vulgare ou Foenicum officinale, le basilic- Opium basilicum et
le laurier- Laurus nobilis) peut étre menée sur les germes cariogénes ains que sur certains
microorganismes a l’origine d’autres maladies telles (infections dermiques, infections
nosocomiales, infections urogénitales, mycoses buccales, gingivite, parodontite...etc.). Les
principaux composés biologiquement actifs des extraits de Miswak peuvent étre auss testés
sur rats en vue de suivre leur effets diététiques et thérapeutiques contre certains maladies du
siecle : (anti-cancérigene, hypochol estérolémiant, hypoglycémiant...etc.).

Enfin, une étude technico-économique de faisabilité doit étre envisagée en vue de
suivre les possibilités de mettre sur le marché national et international des bains de bouche et
des dentifrices a base d’extraits de Salvadora persica autochtone riches en composeés bioactifs
ayant des vertus approuvés par les organismes mondiaux de la santé.
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Annexes



Analyses microbiologiques
(Bourgeois et Leveau., 1980 et Petransxienne et Lapied., 1981)

1-Inoculation.

Annexel. Techniques de cultures

Staphylococcus

Le contenu d’un flacon de Chapman est tout d’abord fondu a au bain marie, puis
refroidi a 45°C et coulé dans des boites de Petri. A I’aide de pipettes pasteurs stériles 0.1ml
desprisesde dilutions sont étalés respectivement sur la surface de chaque milieu de culture

solidifie.

1- Incubation.

Placer les boites de Petri a I’étuve a 37°C pendant 24 a 48 heures.

3-Dénombrement.

Il s’agit de compter les colonies jaunes.

Remarque Les Staphylococcus aureus sont dénombrés sur le milieu de Baird

parker.

Milieu Chapman.

Extraitde viande......................... 19
Chlorure de sodium.................... 10g
Mannitol.............coooiiiiinen, 10g H
Rouge de phénol...................... 25ml
GelOSE... i 15ml
Milieu de Baird parker.
Tryptophane (Difco ou Oxoid)..................10g A
Extrait de viande de bceuf
(Difco ou OXO0id)...vvveiiieiie e e 5¢
Extrait de levures
(Difco ou OXO0id)...vvveiiieiieiie e 19 >
Chlorire de lithium.................................5Q
AQar DifCo.......co v 209
Solution a4 0.2% de sulfamezathine.............. 25ml Y

=74

(0.5 g de sulfamezathine dans 25ml de NaOH 0.1 M; étendre ce volume a 250 ml dans de

I’eau distillée).

Dissoudre en portant a I’ébullition.

Ajuster le pH de sorte qu’apres stérilisation il soit de 7.2.

Répartir en fioles de 125 ml araison de 90 ml .
Stériliser a I’autoclave a 121+1°C pendant 20 minutes.

Au moment de I’emploi a 90 ml de milieu de base fondu et refroidi a 45-50°C gjouter

les solutions suivantes portées a la méme température :



olution aqueuse a 20% de glycine........ 6 ml
Solution agueuse a 1% de tellurite de

Potassium (B.D.H)............cooieie il 1ml
Solution agueuse & 20% de

Pyruvate de sodium.......................... 5ml
Emulsion de jaune d’ceuf.................... 5ml

Stériliser par filtration sur membrane cellulosique les trois premiéres solutions.
L’émulsion de jaune d’ceuf est obtenue en diluant 5 ml de jaune d’ceuf prélevé
aseptiquement dans 95 ml d’eau salée & 8.5 % .

La stérilisation de I’émulsion est vérifiée en inoculant 1 ml dans un bouillon nutritif
incubé pendant 3 jours a 30 °C.

Le milieu de Baird parker ainsi préparé est coulé a raison de 8 ml dans des boites de
Petri de 100 ml ou de 28 ml dans des bites de 140 ml. Ces boites sont utilisées le jour méme
de leur préparation & défaut jusqu’au lendemain. Le milieu de base est conservé au
réfrigérateur pendant 2 mois ainsi que les solutions de glycine et de tellurite de potassium.

Lasolution de pyruvate est conservée pendant un mois au réfrigérateur.
Note- Il existe, dans le commerce, des concentrés de jaune d’ceuf.

Streptocoques fécaux
1-Inoculation.

Couler le milieu de Slanetz fondu au préalable au bain marie et refroidi a45°C dans des
boites de Petri. Ensite, inoculer 1ml de dilution 10,102,103, & I"aide d’une pipette pasteur
stérile sur la surface des boites aprés solidification du milieu de culture.

Le milieu Slanetz contient comme agents sélectifs de I’azothydrate de sodium et le
chlorure de 2-3-5 triphényl-tétrazolium (T.T.C), ce dernier é&ant gjouté a la base gélosée juste
avant I’emploi.

2-Incubation.

Placer les boites de Petri a I’étuve réglée a 37°C pendant 24 a4 48 heures.

3-Dénombrement.
Il s’agit de compter les colonies rouges violacées avec ou sans auréol es blanches.

Milieu Slanetz.
Peptone.....oovvii i 20g
Extraitde levure............coovviiiiiiinn e, 05g
GIUCOSE... e 29 pH=7.2
Phosphate bipotassique........................ 49 ~
Azothydrate................ceeeveevennen...04g
AGar. .o 10g

Lactobacillus
Le dénombrement est réalisé apres ensemencement d’une prise de dilution sur un
milieu spécifique (MRS).
1- Inoculation et incubation.
Les boites de Petri renfermant le milieu de culture solidifié sont ensemenceés avec une
prise de dilution d’échantillon expérimental, puis retournées couvercle en bas et placées dans
I’incubateur a 37°C pendant 24 a48 heures.



3-Dénombrement.
Il s’agit de compter toutes les colonies qui se trouvent sur la surface du milieu de

culture.

Milieu de Man, Rogosa et Sharpe (M.R.S)

PePIONE. .. lOg\
Extraitde viande ............coo i, 8¢
Extraitde levure ............ccooovviiiiiiennnn 49
Aceétate de sodium................coeeiieinnenn.n5g
Phosphate de bipotassique................cccevven. 29
Citrate d’ammonium................c.ceeveevennen 29 > pH=6.2
Sulfate de magnésium ,7 H,O ...................0.2¢
Sulfate de manganese ,4 H,O....................0.05g
GIUCOSE... e 209
TWEEN 80... et Iml
o T P 10g _/

Streptocoques dits L actocoques
Leur recherche fait appel ades milieux contenant les éléments nutritifs du lait, comme la

gélose M17.
Mode opératoire

>
>

>
>
>

Préparer et inoculer autant de boites de Petri qu’il y a de dilutions a examiner.

Faire fondre au préalable puis refroidir en maintenant dans un bain d’eau a 45-46°C la
gélose M17.

Couler les boites avec lagélose M17

Mélanger le milieu a I’inoculum.

Laisser refroidir.

Inoculation
Placer les boites de Petri al’étuve a 37°C durant 24 & 48 heures.

Milieu M17

Milieu de base

Peptone trypsique de caséine

(Tryptone Difco).......ccoevvvnennnnnns 2.50g
Peptone pepsique de viande

(Peptone Difco).......c.ccvvvienninnnnnn. 2.50g
Peptone papaique de soja

(Biosoyase MErieux).........ccovevvnenn. 5¢
Extrait de levures deshydraté............ 2.50g
Extrait de leviandes........................ 5¢
Glycérophosphate de sodium............199
Sulfate de magnésium, 7H.0............ 0.25G
Acide ascorbique.............coeeiinnes 0.50g
Agar selon les propriétés
Gelifiantes................coceven.9a18 g
Eau distillée.........coooovviiiiiin 950 ml

Dissoudre les ingrédients dans I’eau en portant a I’ébullition. Laisser refroidir a 50 °C.

Ajuster éventuellement le pH de sorte qu’apres stérilisation il soit de 7.1-7.2. Répartir araison
de 95ml par fiole de 125 ml. Stériliser 2121 + 1 °C pendant 20 minutes.



> Solution delactose

- Lactose...oiii 10g }
|

Dissoudre le lactose dans I’eau. Stériliser & 121+ 1°C pendant 20 minutes.
» Milieu complet
- Milieu de base (1) préalablement
fondu dans un bain d’eau bouillante
et refroidi a48-50°C...................95 ml
- Solution de lactose (2)................. 5mil
Méanger par agitation

Solution de Ringer

- Chlorure de sodium .....................9¢

- Chlorure de potassium..................0.42g

- Chlorure de calcium anhydre...........0.24g

- Bicarbonate de sodium.................. 0.29

- EBaudistillée.....cooeviiiiii, 4000ml

Faire par 1éger chauffage. Répartir en flacons araison de 90 ml. Boucher. Stériliser a
I’autoclave a 121 + 1 °C pendant 20 minutes.
Au moment de I’emploi, répartir dans des tubes de 20X200 mm stérile, 9 ml de la solution de

Ringer.

Techniques d’analyses des sols

Annexell. Mesurede pH
(Codeinterne; procédure n® ps0905, CIRAD., 2004)

Cette méthode instrumentale de mesure en routine du pH est appliquée atous les types de
sols séchés a I’air. La mesure s’effectue a I’aide d’une électrode de verre combinée trempant
dans une suspension de sol dans un rapport (M/V) de /2.5 :

-dans I’eau : pH H20
-dansle KCI 1 mol/L : pH KCI

Mode opératoire

» Peser 20g de terre fine (séchée a I’air) dans un flacon de 500ml.

» Ajouter 50ml d’eau distillée (pour mesurer le pH eau) ou 50ml de KCI (1 mol/L)
(pour mesurer le pH KCI).

» Agiter le contenu du flacon durant 1heure a I’aide d’un agitateur électrique et laisser

reposer la solution pendant 1/2heure.

Calibrer le pH métre, et introduire I’électrode dans la suspension.

Lire lechiffre affiché sur le Ph métre.

Laver I’¢électrode avec de I’eau distillee.

YV VYV



Annexelll. Granulométrie
(Aubert., 1978)

Mode opératoire

VVVY

YV V

Mettre 10g de sol séché a I’aire dans un flacon de 500ml.
Ajouter 50ml d’H,O, 20%.
Agiter le flacon pendant 2 heures, al’aide d’un agitateur.
Prélever dans des tares de poids connus 10ml de la suspension a I’aide d’une pipette:
- apres 45 secondes (pour les sables grossiers),
- apres 1 minute et 6 secondes (pour les sables fins).
- apres4 minutes (pour les limons grossiers).
- aprés 40 minutes (pour les limonsfins).
- etapres 6 a8 heures (pour I’Argile).
Mettre les tares sur une plaque chauffante.
Peser |es tares apres évaporation.

X % =100.P/10

X% : Pourcentage de (sables grossiers ou fins, limons grossiers ou fins et argile)
P: Poids d’échantillon.

AnnexelV. Conductivité édectrigue
(1SO 11265., 1995)

Mode opératoire

>
>
>

Peser 10g de terre fine (séchée a I’air) dans un flacon de 500ml.

Ajouter 50ml d’eau distillée.

Agiter le contenu du flacon durant 2 heures a I’aide d’un agitateur et laisser reposer
la solution 1/2heure.

Calibrer le conductimetre et introduire la cellule de conductivité au centre du récipient
de la suspension; les deux éectrodes doivent bien immerger dans la solution de sol.
Lirele chiffre de la conductivité affichée sur le conductivémetre.

Laver la cellule avec de I’eau distillée.

Annexe V. Dosage de I’azote total
(NF ISO 11261., 1995)

1- Mode opératoire
1-1IMinéralisation

YV VY

Introduire dans un matras 1 g de terre fine (séchée a I’air).

Ajouter 3g du sulfate de potassium K,Cu et 20ml d’acide sulfurique H,SO, concentré.
Porter le matras sur la rampe d’attaque placé dans un chauffe ballon.

Chauffer d’abord doucement, puis augmenter progressivement I’intensité du chauffage
jusqu’a ce que le contenu du matras soit porté a ébullition.



>

Lorsgue le mélange de la solution se décolore et prend une teinte |égerement verdétre
poursuivre encore I’attaque a I’ébullition durant une heure.

En suite, laisser refroidir progressivement le matras.

Lorsque latempérature du mélange est voisine a celle du laboratoire, verser par petites
quantités 50ml d’eau déminéralisé pour diluer la suspension contenue dans le matras.
Verser le contenu du matras dans une fiole de 100ml et compl éter la solution a 100ml
par I’eau déminéralisé.

1-2 Destillation

>

YV VYV

>

Prélever dans un matras a I’aide d’une pipette 20ml de la solution préalable contenue
dans la fiole, ajouter quelques godtes phénophtaléine et verser 50ml de soude 33%
jusqu'au virage de la couleur.

Raccorder immédiatement le matras a I’appareil de distillation.

Adopter un chauffage du matras; les vapeurs d’ammoniac et d’eau sont entrainees
dans une colonne réfrigérante ou €elles se condensent.

L’ammoniac est recueilli dans un bécher de 40ml contenant 20ml de I’acide borique
H3BOj3 de quel ques golites de rouge de méthyle.

Arréter la distillation quand le volume de I’ammoniac et d’eau évaporé atteindre 20ml.

1-3 Titration

>

Titrer le contenu du bécher en fin de la distillation avec une solution d’acide
sulfurique (0,05N) jusqu’a coloration rouge persistance de I’indicateur coloré.

1-4 Expression des résultats

La teneur d’azote dans la prise d’essai (V) :

N =VO0. 7/20.10-4g d’N

VO : volume H2SO,4 (N/20) utilisé pour la neutralisation.
v : volume d’échantillon correspondant (20ml).

V : Volume d’extraction de fiole (100ml).

P : prise d’essai (19).

Teneur d’azote dans le volume d’extraction (V) :

N = V0. 7/20.10*V/v

V : volume d’échantillon correspondant (20ml).

Annexe VI Calcairetotal
(NF 1SO: 10693., 1995)

Mode opératoire

>

>
>
>

Déposer 1g de terre fine (séchée a I’air) dans un flacon.
Remplir I’appendice latéral du flacon avec 5ml d’ HCI 0,5N.
Relier le flacon au calcimétre de Bernard.

Amener au zéro les niveaux de I’eau dans la colonne et dans I’ampoule.



> Répondre I’acide sur la terre.

> A I’aide de I’ampoule, rétablir le niveau et lire le volume de CO. dégagé (en cm?).

» Une fois le dégagement de CO, est terming, enlever I’ampoule du calcimetre jusqu'a
ce que le niveau de I’eau de cette derniére soit dans un méme plan horizontal que celui
dans la colonne.

» Déposer un poids de CaCOs pur, pour I’étalonnage de I’appareil, tel qu’il provoque un
dégagement gazeux et recommencé les méme étapes précédemment décrites.

Expression desrésultats

CaCO% = (p x V) / (P x v) x 100

p : Poids de CaCOs, pur utilisé pour I’étalonnage.

V : Volume du gaz carbonique dégagé par I’échantillon du sol.
P : Poids de I’échantillon du sol.

v : Volume du gaz carbonique dégagé par le CaCOg,

Annexe VIl . Dosage du phosphore assmilable
(NF X31-161., 1999)

1-Réactifs
> Solution d’acide oxalique 0.1mole.™

» Solution molybdique

-Dissoudre 25g de molybdate d’ammonium dans 200ml d’eau déminéralisee chaude.

- Diluer 280ml d’ H,SO, concentré avec de I’eau distillée jusqu'a atteindre un volume de
660ml.

-Verser dans une fiole de un litre la solution molybdique puis I’acide sulfurique dilué et
compléter le mélange a a 1 litre avec de I’eau démineralisée.

> Solution de chlorure stanneux

-Dissoudre 25g de SnCl, 2H,0 dans 1000 ml d’acide chlorhydrique dilué a 10%.

-La solution filtrée est preparée qu’au moment de I’emploi, sinon elle doit étre conservée
a I’abri de la lumiére.

» Solution étalon de P,Os (1g/1)

-Peser exactement 1.917g de phosphate mono potassique (KH2POy,).

-Introduire dans une fiole jugée de 1000ml et compléter a 1 litre avec de I’eau
déminéralisée.

-A lafin, nous gouter une goutte de chloroforme.

» Solution étalon de P,Os (10mg/l)

-Verser 10ml de la solution (1g/litre) dans une fiole de 1000ml et compléter la solution
jusqu’a 1000ml avec de I’eau déminéralisée.



2-M

ode opératoire

2-1 Extraction a I’acide

>
>
>
>

>

Mettre 1g de sol, séchée a I’aire et broyé, homogénéisé et passé au tamis de 0,2mm
dans un flacon de 500ml.

Ajouter 50mlde solution d’acide oxalique.

Agiter la solution durant 2 heures a I’aide d’un agitateur.

Filtrer sur un filtre blanc n° 111 110ml; le filtrat recueilli constituera la solution
d’extraction et sera récupéree dans une fiole de 100ml.

Versons de nouveau 50ml de solution d’acide oxalique et compléter a 1200ml.

2-2 Dosage colorimétries du phosphore

Dans

VVVVY

>

un Erlenmeyer de 100ml, verser :
20ml de la solution d’extraction.
25ml d’eau déminéralisée.
5ml de solution molybdique.
Laisser reposer pendant 10minutes.
Ajouter 2 gouttes de SnCl, dans la fiole, pour réduire le complexe phospho-
molybdique.
Au bout de 5 minutes effectuer un dosage col orimétrique a 630nm.

3- Expression desrésultats

P,Os %0=25.Q /P

P = poids de terre a la prise d’essai.
Q = teneur de phosphore en mg/l (a partir de la courbe).

Analyses sur les extraits bruts a I’eau de Salvadora persica

Annexe VIIll. Dosage des Nitrates:(Rodiev, 1984)

En présence de sdlicylate de sodium, les nitrates donnent du paranitrosonylate de

sodium coloré en jaune et susceptible d’étre dosé par colorimétrie a 415 nm.

a-

Réactifs.
- Solution de salicylate de sodium a0.5%.
Solution d’hydroxyde de sodium a 30% (NaOH).
Acide sulfurique (H2SO,4) concentré.
Tartrate doubl e de sodium et de potassium.

b- Modeopératoire.



Prélever de chague échantillon a analyser 10ml de solution alaquelle il faut additionné
1 ml de sdicylate de sodium a 0.5%. Les mélanges sont mis dans un bain de sable, a la
température d’environ 80°C, jusqu’a évaporation. Le résidu est, par la suite, traité par 2 ml
d’acide sulfurique concentré. Apres un repos de 15 minutes, ajouter 15 ml d’eau distillée et 15
ml d’une solution composee de soude et de tartrate double de sodium et de potassium( 409
NaOH + 60g NaKC4H;06,H,0O + gsp 1000 ml H,O). Une coloration jaune se développe
immeédiatement. La lecture est effectuée a une logeur d’onde de 415 nm caracteéristique des
nitrates.

La courbe d’étalonnage relative a la concentration des solutions étalons de nitrates en
fonction de I’absorbance a été établie. Elle est représentée par lafigure suivante (Figure 22):

(NO3) mg/L

b A

C=19,3964 Abs- 01138

g 4

0.2 04 0.6 0.8 1

Absorbance des nitratesa 415 nm

Figure 22. Courbe d’étalonage des nitrates.

Annexel X. Dosage desions Sulfates
(NF T 90-040, Septembr e 1986)

Le principe est basé sur la précipitation des ions sulfates en présence de chlorure de
baryum en milieu chlorhydrique a I’état de sulfate de baryum, puis d’une stabilisation du
précipité a I’aide d’un agent stabilisant.

La mesure néphélométrie de la solution d’essai s’effectue a une longueur d’onde de
650 nm et la détermination de la concentration en sulfates contenus dans I’échantillon est
réalisée par comparaison a une courbe étalon.

a) Réactifs.
Les prodwts chimiques utilisés doivent étre de qualité analytique reconnue.
Solution d’acide chlorhydrique a 10%(V/V).
Agent stabilisant.
Solution de polyvinylpyrrolidone a 25%(m/m) ou dérive polyéhoxyle du
monolaurate de sorbitol.
Solution de chlorure de baryum stabilisée.
Dans une fiole jaugée de 100ml, dissoudre dans de I’eau distillée, 10g de chlorure de
baryum (BaCl, 2H,0).



Ajouter 5ml de la solution de polyvinylpyrrolidone ou 20ml du dérivé polyéthoxylé du
monoclaurate de sorbitol. Compléter au volume avec de I’eau distillée.

b) Solution mére étalon d’ions sulfates C(SO,4 )=150 mg/l.
Dans une fiole jaugée de 1 litre, dissoudre dans I’eau distillée 0.2219g de sulfate de
sodium anhydre(Na,SO,) et compléter au volume avec de I’eau distillée.

c) Appareillage.
Matériel courant de laboratoire, et notamment spectrometre, pouvant étre utilisé a la
longueur d’onde de 650nm, et équipé de cuves de longueur de parcours optique de 10mm.

d) Echantillonnage.
Les échantillons doivent étre analysés le plus tét possible apres leur prélévement. En
présence de matiére en suspension, les échantillons doivent étre centrifuges ou filtrés.

€) Mode opératoire.

1- Etalonnage.

Dans une série de fioles jaugées ou de tubes de Nessier gradués de 50ml, préparer un
témoins et 6 solutions d’étalonnage dont les concentrations encadrent la gamme des
concentrations a dosés, en opérant a titre d’exemple, selon les indications du tableau ci-

dessous :

Solution £ Acide Chlorurede SO, %dans Concentration
au
Fioles étalon o chlorhydrique baryum laprise en
distillée ) )
(ml) ) 31 (ml) d’essai SO4
m
34 (ml) 33 (1) (mall)
Témoin 0 50 1 5 0
1 1 49 1 5 150
2 3 47 1 5 450
3 5 45 1 5 750 15
4 7 43 1 5 1050 21
5 9 41 1 5 1350 27
6 10 40 1 5 1500 30

Agiter 2 ou 3 fois et laisser reposer les solutions 15min au moins. Agiter a nouveau et
faire la mesure au spectrometre a la langueur d’onde de 650nm, dans des cuves de langueur de
parcours optique de 10 mm, en utilisant comme référence la solution témoin dans le cas de
I’utilisation d’un spectromeétre équipé d’un double faisceau.

Tracer la courbe d’étalonnage en déduisant la valeur lue pour le témoin dans le cas de
I’utilisation d’un spectrometre mono faisceau. Cette courbe doit étre linéaire dans la zone de
concentration de 5 a 40mg/l et doit étre vérifiée régulierement en effectuant des mesure des
solutions d’étalonnage.



2- Mesure.

Dans une fiole jaugée de 50 ml ou dans un tube de Nessier gradué a ce volume,
introduire successi vement.

- 50ml d’eau analyser (ou moins suivant la concentration en ions sulfates ; dans ce cas
compléter a 50ml avec de I’eau distillée).

- 01ml d’acide chlorhydrigue.

- 05ml de la solution de chlorure de baryum stabilisée.

Agiter énergiquement et laisser reposer au moins 15min.Agiter a nouveau et faire la
mesure comme lors de I’étalonnage.

f) Expression desrésultats.

Déduire de la valeur lue lors de la mesure a partir de la courbe d’étalonnage, la
concentration en ions sulfates de la prise d’essai, aprés avoir retranché la valeur lue pour le
témoin dans le cas de I’utilisation d’un spectrometre mono faisceau.

Exprimer le concentration en ions sulfates dans I’échantillon en milligrammes par litre,
en tenant compte de toute dilution éventuelle lors de la mesure. (Figure 23)

Concentration des sulfates (ug/l)
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Figure 23. Courbe d’étalonnage des sulfates

Annexe X. Dosage des lons Chlores:(NF T 90-014, Février 1952)

Le principe consiste a doser le chlore combiné a I’état de chlorure par le nitrate
d’argent, en présence de chromate de potassium comme indicateur.

2- Réactifs.
Carbonate neutre de calcium en poudre.
Acide nitrique (pzo= 1.33 g/ml) dilué au 1/10.
Chromate neutre de potassium : solution a50g au litre.
Permanganate de potassium : solution environ 0.1N.
Eau oxygénée a 3%.



Solution titrée de nitrate d’argent : Solution obtenue par dissolution de 4.791g de
nitrate d’argent cristallisé dans un litre d’eau.1 ml de cette solution correspond a
1 ml dechlore.
- Phénophtaléne : solution a 10g au litre dans I’alcool éthylique a 96°.
2- Mode opérataire.
2-1 Préparation de la prise d’essai.
Le volume de la prise d’essai est fixé a 100ml et la teneur en chlore doit étre comprise
entre 0.5 et 15 mg (soit 5a150 mg au litre).
Si la teneur de I’eau a analyser est inférieure a 5 mg de chlore au litre, I’échantillon est
concentré de fagon a amener sateneur entre 5 et 150 mg au litre.
Si cette teneur est supérieure a 150 mg de chlore au litre, I’échantillon est dilué par
addition d’eau distillée de facon a ramener sa teneur entre les limites précédemment
indiquées.

3- Essai a blanc.
Le volume de nitrate d’argent nécessaire pour produire la teinte des virages est
déterminé au préalable par un essai a blanc.

4- Dosage.

a) Eaux naturelles neutres ala phénophtaléine.

Ajouter, a la prise d’essai 1 ml de solution de chromate de potassium. Doser avec le
nitrate d’argent jusqu'a virage de la coloration jaune a une tres faible teinte brunatre.

b) Eaux acides, de pH inférieur 4 4:

Neutraliser avec le moins possible de carbonate de calcium (environ 0.1g) jusgu'a
neutraité (pH = 7 environ). Attendre quelques minutes apres I’addition du carbonate de
calcium car la réaction n’est pas immediate. Continuer le dosage comme en a).

c) Eaux acalines ala phénophtaléine:

Ajouter de I’acide nitrique dilué jusqu'a décoloration de la phénophtaléine. Eviter
d’ajouter un exces d’acide et continuer le dosage comme en a).

d) Eaux contenant des sulfures ou des sulfites :

Ces composeés doivent étre détruits par addition, goutte a goutte, d’une solution de
permanganate de potassium jusgu'a coloration rose persistante. Rendre incolore par une goutte
d’eau oxygenée et continuer le dosage comme en a).

5- Expression desrésultas.

Soient:

v le nombre de millilitres de solution de nitrate d’argent utilise.

b le nombre de millilitres de solution de nitrate d’argent consommé par essai a blanc.

V le nombre de millilitres de la prise d’essai (100ml).

K Un facteur dépendant de la concentration (eaux contenant moins de 5 mg de chlore
au litre) ou de la dilution (eaux contenant plus de 150 mg de chlore ou litre) subie par
I’échantillon lors de la préparation de la prise d’essai.

La teneur de I’eau en chlore sera donnée, en milliéquivalents d’ions CI" au litre par
I’expression :

(v - b) x (1000/V x K) x 0.0282
Soit : pour V =100 ml :
(v—b) x (0.282/K) méqu

Il est rappelé que :




1méqu au litre = 35.5 mg au litre d’ions CI’

Annexe X1. Dosage de I’ion Fluorure
(NEF T 90-004, Septembr e 1985).

Le principe de la méthode utilisée est basé sur la mesure, dans I’échantillon a analyse,
ou dans une dilution de cet échantillon, de la différence de potentiel entre une électrode
sélective de I’ion fluorure et une électrode de référence, & un pH compris entre 5 et 8 et a
température et force ionique totale du milieu constant. La détermination de la concentration
en ion fluorure s’effectue par lecture directe sur une courbe d’étalonnage.

1-Réactifs.

Tous les réactifs utilisés doivent étre de qualité analytique reconnue. Pour |a préparation
de solution, utiliser de I’eau bi distillée.

Acide ascitique cristallisable (CH3;COOH p=1.05 g/ml).

Chlorure de sodium (NaCl).

Hydroxyde de sodium, solution a environ 5 mol/I.

Acide diamino-1.2 cyclohexane N,N,N,N tétracétique (CDTA) (Ci4H22NaxOs,
M,=346.34 ou Ci14H2oN-O5. H,O, M,=364. 36)

Solution tampon (TISAB(1) Il ou CDTA).

Dans un bicher d’1l, ajouter a 500 ml d’eau, 75 ml d’acide ascitique, 58g de chlorure de
sodium et environ 4 g de CDTA. Méanger pour dissoudre le tout. Refroidir dans la glace et
gouter lentement la solution d’hydroxydes de sodium jusqu'a pH 5.5 (environ 150 ml de
solution de NaOH sont nécessaires).

Transférer dans une fiole jaugée de 1000 ml et compléter au volume avec de I’eau.
Stocker dans un flacon en polyéthyléne.

2- Appareﬂlage

Electrode a membrane stlective de I’ion fluorure, a cristal de lanthane.
Electrode de référence externe ou interne au calomel ou argent chlorure
d’argent.

Millivoltmétre permettant de mesurer la différence de potentiel a 0.1 mV
prés, dans la gamme -1000 a + 1000 mV.

Agitateur magnétique équipé d’un barreau aimanté, recouvert de teflon et
d’un dispositif évitant tout échauffement des solutions pendant I’agitation.

3- Echantillon pour essai

Les échantillons doivent étre prélevés dans des flacons en polyéthylene.

4-M ode opératoire.

4-1 Etalonnage.

4-1-1 Solution d’étalonnage.

Selon la gamme des concentrations des échantillons a analyser, préparer
extemporanément, par dilution de la solution mére d’ion fluorure, au moins 3 solutions
d’étalonnage.

Dans un bécher de 150 ml, contenant e barreau magnétique introduire V ml (V compris
entre 20 et 50ml) de solution d’étalonnage et VV ml de solution tampon.

Placer le bécher sur I’agitateur, immerger les électrodes et la solution.

Aprés au moins 3 min d’agitation et jusqu'a stabilisation de I’éectrode, procéder a la
lecture du potentiel en millivolts.



4-1-2 Courbe d’étalonnage.

Sur papier en coordonnées semi logarithmiques, porter en abscisse les potentiels en
millivolts et en ordonnée les concentrations, en milligrammes par litre, en ion fluorure. Tracer
la droite d’étalonnages a partir des points obtenus.

4-2 Dosage.

Dans un bécher de 150 ml contenant |e barreau magnétique, introduire V- ml de solution
tampon, V étant égal au volume utilisé lors de I’étalonnage.

Vérifier quele pH est comprisentre 5 et 8.

5- Expressions desrésultats.

Déduire a partir de la courbe d’étalonnage, la concentration en ion fluorure de la
solution d’essai.

Autres Techniques analytiques

Annexe XI1. Produits phénoliqgues
(M éthode spectr ophotométrie au Folin ciocalteu).

Apres extraction a froid avec une solution éthanolique soluble, les phénols de tige de
salvara persica sont doses par spectrophotométre a 730 nm en présence de Folin Ciocalte, en
se référant a une courbe d’étalonnage réalisée avec une solution d’acide gallique.

M ode opératoire.

L’extraction des composés phénoliques totaux a été faite selon la méthode décrite par
Machix, (1990) : 1g de matériel végétal frai broyé est placé dans un flacon en présence de 2.5
ml de méta bisulfite de sodium saturé et (3 x 10ml v/v) de méthanol aqueux a 80%, le
mélange est ensuite homogénéisé a froid pendant 15 mn, puis complété a 100 ml avec de I’eau
distillée et enfin filtré sous vide.

Les composés phénoliques contenus dans le filtrent Hydro alcoolique ainsi obtenu sont
doseés par spectrophotométrie en présence de Folin Ciocalteu(A.O.A.C, 1985) ; la méthode est
basée sur la réduction de I’acide phosphomolypdique en milieu alcalin en présence des
composeés phénoliques : 5ml du réactif Follin-Ciocalteu (dilué 10 fois dans de I’eau distillée)
et 5ml d’une solution aqueuse de Carbonate de sodium saturée, sont additionnées a 5ml de
I’extrait hydro alcoolique préalablement préparé.

Aprés 30 mn d’incubation a 50°c, la densité optique de la solution est lue a 730 nm. La
teneur en poly phénol de I’échantillon est enfin déterminée en fonction de I’acide gallique
(Figure 21).

Densite optique

(nm)
f
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15-

0 . . : : : : : : S -
10 20 30 40 50 60 70 pg/l (Acidegallique)
Produits phénoliques

Figure 21. Courbe d’étalonage des Produits phénoliques



Annexe XI11. Api 50 Lacobacillus casel
Dg)llg;sglglisr? o g DIOQ;?:L e Adonitol Amidon Amygdaline Arabinose D-Arabinose
+ - +
L-Arabitol Arbutine Cellobiose glicégn(;te 5Céto-gluconate Dextrines Dulcitol
+ + \Y
g Erythritol D- Fructose L- fructose Fructose Galactose Gentibiose Gluconate
i - \Y + + - +
é Glucose Glycéral Glycogene Inositol Inuline L actose D-Lyscose
s * . .
% Maltose Mannitol Mannose Mélézitose Médlibiose Do_(élvllzggl de D?I\_/Il\{alu?nr:)ysli_d R
\ + +
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+
Annexe X1V. Api 20 Stréptocoques
6-bromo-
Sodium Acide I_Esculine Acide_ 2naphtyl- | Acide naphtol-
, : citratede | pyroglutamique- aD- ASBI-
pyruvate hippurique . .
0 fer B-naphtylamide | galactopy- | glucuronique
3 anoside
-]
g + - | ull - + -
3| 2naphtylBd- | , | i
8 | galactopyrano- apnty L-arginine D-ribose L-arabinose
3 sde phosphate naph_thyla
2 mide
@' + + + - - -
) D-mannital D-sorbitol D-lactose D-tréhalose Inuline Draffinose
+ + + + + +
Amidon Glycogene
+
6-bromo-
Sodium Acide I_Esculine Acide_ 2naphtyl- | Acide naphtol-
ruvate hippurique citratede | pyroglutamique- oD- ASBI-
by fer B-naphtylamide | galactopy- | glucuronique
:fé’ anoside
S + - + + + -
[%2) -
g | 2-naphtyl-Bd- >-naphtvi L-laéf;me
S | galactopyrano- h aph y hthvl L-arginine D-ribose L-arabinose
S side phosphate | nap _t yla
3 mide
(.7_), + + + + + +
D-mannitol D-sor bitol D-lactose D-tréhalose Inuline Draffinose
- + + + + +
Amidon Glycogéne
+ +




Annexe XV. Api Staph

D- .

* D-glucose D-fructose mannose D-maltose D-lactose D-tréhalose
§ + + + + + +
: . .
m ) . . D- Nitrate de B-naphtyl Sodium
a D-mannitol Xylitol mélibiose potassium phosphate pyruvate
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= saccharose | glucopyranoside | glucosamine
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